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1.1 Πυρήνας: Μορφολογία, δομή και λειτουργία 

Ο πυρήνας είναι το κυτταρικό οργανίδιο που διακρίνει τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

από τους προκαρυωτικούς. Η πιο χαρακτηριστική δομή του είναι οι δύο ομόκεντρες 

μεμβράνες (εσωτερική και εξωτερική) που συνιστούν τον πυρηνικό φάκελο. Στο εσωτερικό 

τους, περικλείουν τη χρωματίνη, ενώ η επικοινωνία με το κυτταρόπλασμα γίνεται μέσω 

των πυρηνικών πόρων (εικ. 1). Η εξωτερική πυρηνική μεμβράνη αποτελεί συνέχεια του 

αδρού ενδοπλασματικού δικτύου, ενώ η εσωτερική επενδύεται από τη λάμινα. Η τελευταία 

είναι ένα εκτεταμένο δίκτυο ενδιάμεσων ινιδίων που προσδίδει μηχανική σταθερότητα, 

συμμετέχει στην αγκυροβόληση του συμπλέγματος των πυρηνικών πόρων και στην 

οργάνωση της χρωματίνης(1, 2). 

 

 
Εικόνα 1. Η μορφολογία του πυρήνα. Εικόνα τροποποιημένη από https://micro.magnet.fsu.edu. 

 

Η σημασία του πυρήνα έγκειται στη διατήρηση της γενετικής πληροφορίας 

(αντιγραφή, επιδιόρθωση κτλ), στη διαχείριση μεταγραφικών παραγόντων για τον έλεγχο 

της γονιδιακής έκφρασης και την επεξεργασία του RNA(3).  

Το σχήμα του πυρήνα σχετίζεται άμεσα με το είδος και τη λειτουργία του κυττάρου. 

Στον άνθρωπο για παράδειγμα συναντώνται υπερμεγέθεις πυρήνες στα μακροφάγα του 

ανοσοποιητικού συστήματος και υπερ-συμπυκνωμένοι στα σπερματοζωάρια του 

αναπαραγωγικού(4). 

https://micro.magnet.fsu.edu/
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1.2 Η δομή και η οργάνωση της χρωματίνης. 

Χρωματίνη αποκαλείται το σύμπλοκο του DNA με τις πρωτεΐνες. Η λιγότερο 

συμπυκνωμένη και μεταγραφικά ενεργή μορφή ονομάζεται ευχρωματίνη. Η 

ετεροχρωματίνη είναι περισσότερο συμπυκνωμένη και μεταγραφικά ανενεργή δομή (εικ. 

2).  

 

 

Εικόνα 2. Ο διαχωρισμός της χρωματίνης σε ευχρωματίνη και ετεροχρωματίνη 

(https://vivadifferences.com/euchromatin-vs-heterochromatin/). 

 

Η ετεροχρωματίνη διακρίνεται σε δυο υποκατηγορίες: τη συστατική (constitutive) και 

την περιστασιακή (facultative). Η πρώτη περιέχει δορυφορικό DNA, επαναλαμβανόμενες 

αλληλουχίες και μεταθετά στοιχεία, παραμένει συμπυκνωμένη σε όλη τη διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου και είναι μεταγραφικά ανενεργή. Συναντάται στα κεντρομερίδια και τα 

τελομερή των κυττάρων. Η δεύτερη αποτελεί μια πιο δυναμική δομή, αφού μπορεί να 

μετασχηματιστεί σε ευχρωματίνη, ως απόκριση σε κυτταρικά σήματα. Συνήθως περιέχει 

γενετικές πληροφορίες που θα μεταγραφούν κάποια στιγμή κατά τη διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου ή κατά τη διαφοροποίηση των κυττάρων(5, 6). 

 

1.3 Το νουκλεόσωμα 

Η στοιχειώδης μονάδα δομικής οργάνωσης της χρωματίνης ονομάζεται νουκλεόσωμα. Ο 

πυρήνας του νουκλεοσώματος απαρτίζεται από ένα οκταμερές ιστονών, γύρω από το 

οποίο περιελίσσεται DNA μήκους 146bp σε 1,67 στροφές. Το οκταμερές αποτελείται από 

δυο ζεύγη των 4 βασικών ιστονών. Οι Η3 και Η4 σχηματίζουν ένα τετραμερές σύμπλοκο 

που βρίσκεται στο κέντρο της δομής, ενώ οι Η2Α και Η2Β σχηματίζουν δυο διμερή, τα 

οποία εντοπίζονται στα άκρα (εικ. 3). Τα γειτονικά νουκλεοσώματα ενώνονται μεταξύ τους 

με ποικίλου μήκους συνδετικό DNA(7). 

https://vivadifferences.com/euchromatin-vs-heterochromatin/
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Εικόνα 3. Η κρυσταλλική δομή του νουκλεοσώματος. Η3: μπλέ, Η4: πράσινο, Η2Α: κίτρινο, Η2Β: κόκκινο(7). 

 

Οι ιστόνες Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4 είναι εξαιρετικά συντηρημένες μεταξύ των 

ευκαρυωτικών οργανισμών. Αποτελούνται από ένα βασικό άμινο-τελικό άκρο και ένα 

καρβόξυ-τελικό τμήμα που σχηματίζει το λεγόμενο “histone fold domain”. Αυτό είναι 

υπεύθυνο για τον ετεροδιμερισμό μεταξύ των ιστονών και την περιέλιξη του DNA γύρω 

από το βασικό πυρήνα του νουκλεοσώματος(8). Το histone fold domain απαρτίζεται από 3 

α-έλικες (α1, α2, α3) και 2 βρόχους (L1, L2). Η διαδικασία του διμερισμού 

συμπεριλαμβάνει την ευθυγράμμιση του L1 της μίας ιστόνης, με τον L2 της δεύτερης. Με 

τον τρόπο αυτό δημιουργείται μια δευτεροταγής δομή που ονομάζεται “handshake motif”. 

Τα διμερή Η3-Η4 συνδέονται μεταξύ τους μέσω στέρεο-συμπληρωματικότητας (four helix 

bundle formation). Το διμερές Η2Α-Η2Β ενώνεται με το τετραμερές Η3-Η4 μέσω του 

handshake motif και μέσω μιας περιοχής της H2A που ονομάζεται “docking domain”. Το 

άμινο-τελικό άκρο των ιστονών υπόκειται σε μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις (π.χ. 

ακετυλίωση, μεθυλίωση, φωσφορυλίωση κ.α.) και είναι ρυθμιστής της γονιδιακής 

έκφρασης(9-11).  

Η συνδετική ιστόνη Η1 συνδέεται στο νουκλεόσωμα στο σημείο εισόδου και εξόδου 

του DNA. Συμβάλλει στη διασύνδεση διπλανών νουκλεοσωμάτων και προωθεί τη 

συμπύκνωση της χρωματίνης στην ίνα των 30nm(12). 
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1.4 Οι ισομορφές των ιστονών 

Ως ισομορφές των ιστονών ορίζονται οι πρωτεΐνες που αντικαθιστούν τις κανονικές Η2Α, 

Η2Β, Η3 και Η4 στα νουκλεοσώματα των ευκαρυωτικών οργανισμών και φέρουν ειδικά 

δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά (εικ. 4). Οι κανονικές ισομορφές των ιστονών 

εκφράζονται σχεδόν αποκλειστικά κατά τη διάρκεια της S φάσης, ενώ οι εναλλακτικές τους 

σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Επιπλέον, οι πρώτες ενσωματώνονται στο 

DNA με τρόπο εξαρτώμενο από την αντιγραφή, ενώ οι δεύτερες όχι(13). Οι διαφορές στη 

δομή τους και στα σύμπλοκα που σχηματίζουν μεταβάλλουν την προσβασιμότητα των 

νουκλεοσωμάτων από τους μεταγραφικούς παράγοντες, τους μηχανισμούς αντιγραφής-

επιδιόρθωσης του DNA, καθώς και το βαθμό συμπύκνωσης της χρωματίνης(14).  

 

 

Εικόνα 4. Απεικόνιση των κανονικών ιστονών και των εναλλακτικών ισομορφών τους. Παρουσιάζεται το 

συντηρημένο histone fold domain (HFD) και θέσεις μετά-μεταφραστικών τροποποιήσεων(18). 

 

Η ιστόνη Η2Α έχει τέσσερις κανονικές ισομορφές (Η2Α.x, H2A.z, macroH2A και 

Η2ΑBbD) και την ειδική για τον όρχι ισομορφή tH2A. Η Η2Αx εμπλέκεται στην 

επιδιόρθωση του DNA (DDR, DNA damage response) και στη συμπύκνωση των 

φυλετικών Χ και Υ χρωμοσωμάτων κατά τη μείωση. Η H2A.z συνδέεται με πολλούς 

διαφορετικούς μηχανισμούς που συμπεριλαμβάνουν την ενεργοποίηση-απενεργοποίηση 

του μεταγραφικού μηχανισμού, την επιμήκυνση του mRNA από την RNA πολυμεράση ΙΙ, 
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τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου κ.α. H macroH2A συμμετέχει στην απενεργοποίηση 

του Χ χρωμοσώματος των θηλυκών γαμετών και στον έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης 

μέσω αμφίσημων τροποποιήσεων. Η ισομορφή tH2A εμπλέκεται στη μειωτική διαίρεση 

και στην αντικατάσταση των μεταβατικών πρωτεϊνών από τις πρωταμίνες(15-17).  

Η ιστόνη Η2Β έχει μια γνωστή ισομορφή, την tH2B, η οποία συνδέεται με τη 

σπερματογένεση. Έχει βρεθεί σε μειωτικές και μετά-μειωτικές σπερματίδες, ενώ μαζί με 

την tH2A εμπλέκονται στη συμπύκνωση της χρωματίνης και στη μορφολογία της κεφαλής 

του σπέρματος(19, 20). 

Η ιστόνη Η3 έχει πέντε ισομορφές: την Η3.1, την Η3.2, την Η3.3, την Η3t και την 

CENPA. Οι Η3.1 και Η3.2 είναι οι κανονικές ισομορφές και διαφέρουν μεταξύ τους μόλις 

κατά ένα αμινοξύ. Η Η3.3 κωδικοποιείται από δυο παράλογα γονίδια (Η3f3a και H3f3b) 

στο γονιδίωμα των θηλαστικών και διαφέρει από την Η3.1 κατά 5 αμινοξέα(17). Ανάλυση 

Chip (Chromatin immunoprecipitation) έδειξε ότι η Η3.3 συνδέεται με μεταγραφικά ενεργές 

περιοχές, οι οποίες χαρακτηρίζονται από την παρουσία της H3K4me3, ενώ η Η3.1 

σχετίζεται με μεταγραφικά ανενεργές περιοχές χρωματίνης(21, 22). Μετάγραφα του γονιδίου 

Η3f3a ανιχνεύονται σε όλα τα σπερματοκύτταρα του όρχεως, ενώ του H3f3b σε 

σπερματοκύτταρα κατά την πρόφαση της μείωσης. Η διαγραφή του Η3f3b σε ποντίκια 

προκαλεί στειρότητα, ως αποτέλεσμα μειωμένης ενσωμάτωσης της Η3.3 σε μειωτικά 

σπερματοκύτταρα και απλοειδείς σπερματίδες. Επιπλέον, επιφέρει ατροφία του όρχεως, 

μειωμένη παραγωγή σπέρματος και μη ενσωμάτωση των πρωταμινών(23-25). Η ισομορφή 

Η3t (H3.4) διαφέρει κατά 5 αμινοξέα από την Η3.1, βρίσκεται στους όρχεις και συμμετέχει 

στην αναδιαμόρφωση της χρωματίνης στα μειωτικά σπερματοκύτταρα και τις απλοειδείς 

στρογγυλές και επιμηκυνόμενες σπερματίδες(26,27). 

Τα κεντρομερίδια είναι εξειδικευμένες χρωματινικές ακολουθίες ,στις οποίες εντοπίζεται 

το σύμπλεγμα του κινητοχώρου, με σκοπό να δημιουργήσει μια πλατφόρμα πρόσδεσης των 

χρωμοσωμάτων με την μιτωτική άτρακτο, κατά την κυτταρική διαίρεση (28). Η ειδική ισομορφή 

της ιστόνης Η3 που συναντάται στα κεντρομερίδια ονομάζεται CENP-A (centromere protein 

A). Η ανθρώπινη CENP-A έχει ομολογία μόνο 50% με την κανονική ισομορφή Η3.1(29). 

Στον άνθρωπο η συνδετική ιστόνη Η1 έχει 11 ισομορφές με εξαιρετικά αποκλίνουσες 

ακολουθίες. Από αυτές οι Η1.0-Η1.5 και η Η1x εκφράζονται στα σωματικά κύτταρα, ενώ οι 

H1t, H1T2, HILS1 και H1oo εκφράζονται στον όρχι(30). Η Η1t, στα σπερματοκύτταρα του 

αρουραίου, σχετίζεται με την αποσυμπυκνωμένη χρωματίνη που είναι απαραίτητη για το 

μειωτικό ανασυνδυασμό και την αντικατάσταση των κανονικών ιστονών από τις 

πρωταμίνες(31, 32). Η H1T2 εκφράζεται σε απλοειδείς σπερματίδες βήματος 2-12 και η 

διαγραφή της από τον ποντικό επιφέρει μορφολογικές ανωμαλίες στην κεφαλή του 

σπέρματος, οι οποίες οδηγούν σε υπογονιμότητα(33, 34). Η HILS1 (spermatid-specific linker 
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histone H1-like protein) εκφράζεται σε στρογγυλές και επιμηκυνόμενες σπερματίδες 

βήματος 9-15 και κωδικοποιείται από το συνεχόμενο (χωρίς ιντρόνια) γονίδιο Hils1. Είναι 

η λιγότερο συντηρημένη ισομορφή της Η1 και το γονίδιό της βρίσκεται εντός του ιντρονίου 

8 της α- sarcoglycan(35-37). 

 

1.5 Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις και ο ρόλος τους στη 

ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης 

Οι ιστόνες υφίστανται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις στην αμινο-τελική ουρά τους, οι 

οποίες μεταβιβάζονται στους απογόνους και επηρεάζουν τη δομή της χρωματίνης(38). Οι 

συνδυασμοί των τροποποιήσεων αυτών σχηματίζουν τον κώδικα των ιστονών (histone 

code) και μπορούν να δρουν είτε ενεργοποιητικά, είτε κατασταλτικά προς τη γονιδιακή 

έκφραση, μέσω διαφορετικών μορίων-τελεστών (effector proteins, readers)(39). Στη 

διαδικασία της σπερμιογένεσης συμβάλλουν στην αναδιοργάνωση της χρωματίνης, τον 

ομόλογο ανασυνδυασμό και τη μετάβαση από τις βασικές ισομορφές στις ενδιάμεσες 

πρωτεΐνες (transition proteins) και τελικά στις πρωταμίνες (εικ. 5).  

 

 

Εικόνα 5. Σχηματική απεικόνιση της χρονικής διαδοχής επιγενετικών τροποποιήσεων κατά τη 

σπερματογένεση στα ποντίκια. Τα κύτταρα της γαμετικής σειράς μεταβαίνουν από ένα διπλοειδές στάδιο 

(πρόδρομα γαμετικά κύτταρα και σπερματογόνια), σε ένα τετραπλοειδές (σπερματοκύτταρα) και τελικά στο 

απλοειδές (σπερματίδες). Σημειώνονται οι αλλαγές στα επίπεδα μεθυλίωσης του γενετικού υλικού (global de-

methylation, de novo methylation, 5mC, 5hmC), οι ειδικές για τον όρχι ισομορφές των ιστονών και οι μετά-

μεταφραστικές τροποποιήσεις που συμμετέχουν στην αντικατάστασή τους από τις πρωταμίνες(17). 
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Η ακετυλίωση εξουδετερώνει το θετικό φορτίο σε κατάλοιπα λυσίνης, στην άμινο-

τελική ουρά των ιστονών. Σχετίζεται με μεταγραφικά ενεργές περιοχές, καθώς διευκολύνει 

την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων, τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, την 

αντιγραφή και την επιδιόρθωση του DNA(38). Στα σπερματοκύτταρα η υπερ-ακετυλίωση 

της ιστόνης Η4 ενισχύει την αποσυμπύκνωση του DNA και διευκολύνει τη μετάβαση στις 

πρωταμίνες (histone-to-protamine transition)(40). 

Η μεθυλίωση καταλοίπων λυσίνης, αργινίνης και ιστιδίνης των ιστονών Η3 και Η4 

σχετίζεται τόσο με την ενεργοποίηση, όσο και με την απενεργοποίηση του μεταγραφικού 

μηχανισμού. Οι λυσίνες μπορούν να μονο-, δι- και τρι-μεθυλιωθούν. Οι αργινίνες μονο- και 

δι-μεθυλιώνονται, συμμετρικά ή ασύμμετρα και οι ιστιδίνες μονο-μεθυλιώνονται. Από τις 

περισσότερο μελετημένες τροποποιήσεις είναι η H3K4me1/2/3, η οποία σχετίζεται με 

μεταγραφικά ενεργούς υποκινητές. Αντίθετα, οι H3K9me3 και H3K27me3 συναντώνται σε 

ετεροχρωματινικές περιοχές και ανενεργούς υποκινητές, αντίστοιχα(41). Κατά τη 

σπερματογένεση, η H3K9me3 χαρακτηρίζει επίσης την ετεροχρωματίνη και η H3K27me3 

βρίσκεται σε υποκινητές γονιδίων που ενεργοποιούνται κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη(42).  

Η φωσφορυλίωση πραγματοποιείται σε όλες τις ιστόνες και διαμεσολαβεί πολλές 

διαφορετικές διαδικασίες. Η φωσφορυλίωση στη θρεονίνη 3, στη σερίνη 10 και στη σερίνη 

28 της ιστόνης Η3 σχετίζεται με τη συμπύκνωση της χρωματίνης, όπως και η Η2ΑΤ120ph. 

Ακόμη, η φωσφορυλίωση της σερίνης 139, στην ιστόνη Η2Α.x συνδέεται με την 

επιδιόρθωση του DNA. Σε ότι αφορά τον έλεγχο της μεταγραφής μπορεί να λειτουργεί είτε 

ενεργοποιητικά (π.χ. H3S10ph-H3K14ac-Gcn5-regulated gene transcription), είτε 

κατασταλτικά (π.χ. Η4S1ph)(43). 

Ο λειτουργικός ρόλος της ουβικιτινιλίωσης αφορά την επιδιόρθωση του DNA και τη 

ρύθμιση (έναρξη ή αποσιώπηση) της μεταγραφής. Η πιο γνωστή τροποποίηση αυτής της 

μορφής είναι η H2Aub που συναντάται σε επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA (satellite 

repeats) και η H2Bub, η οποία συνδέεται με μεταγραφικά ενεργά γονίδια(44, 45). Στη 

σπερματογένεση, οι δυο αυτές τροποποιήσεις συναντώνται στο σωμάτιο ΧΥ (sex body) 

των παχυταινικών σπερματοκυττάρων, σε θέσεις επιδιόρθωσης του DNA από την 

πρωτεΐνη RNF8 ή μπορούν να σημάνουν γονίδια προς ενεργοποίηση(46). 

Άλλες γνωστές τροποποιήσεις είναι η σουμοϋλίωση που προσομοιάζει την 

ουβικιτινιλίωση και η ADP-ριβοσυλίωση. Η σουμοϋλίωση καταλοίπων λυσίνης καταστέλλει 

τη μεταγραφή διαμέσου μεθυλίωσης των υποκινητών, απενεργοποίησης μεταγραφικών 

παραγόντων και προσέλκυσης κατασταλτικών συμπλόκων. Ταυτόχρονα, είναι δυνατόν να 

διευκολύνει την πρόσδεση της RNA polymerase II σε ήδη ενεργά γονίδια, αλλά και την 

από-μεθυλίωση γονιδίων προς ενεργοποίηση, μέσω της RNF4(47, 48). Η ADP-ριβοσυλίωση 

προσθέτει αρνητικό φορτίο και απωθεί το DNA από τα νουκλεοσώματα, μέσω 
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ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. Κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου σχετίζεται 

με την αποσυμπύκνωση του DNA για την αντιγραφή και την επιδιόρθωσή του, ενώ κατά 

την μεταγραφή επηρεάζει την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων(49). Τέλος, πρόσφατα 

βιβλιογραφικά δεδομένα αναφέρουν πως στη γλουταμίνη 5 της ιστόνης Η3 είναι δυνατόν 

να προστεθεί ένα μόριο σεροτονίνης, από την Transglutaminase 2 (TGM2), 

σχηματίζοντας έτσι ιστονική 5-ύδροξυ-τρυπταμίνη (H3Q5ser). Η τροποποίηση αυτή, σε 

συνδυασμό με τη γειτονική H3K4me3, στρατολογούν τον παράγοντα TFIID και προωθούν 

την έναρξη της μεταγραφής (εικ. 6)(50, 51). 

 

 

Εικόνα 6. Μοντέλο ρύθμισης της σεροτονίνης. a. Η σηματοδοτική οδός b. Η μεθυλίωση της Η3Κ4 από τις 

SET1 και MLL1 ρυθμίζει την μεταγραφή. c. Το συνδυαστικό μοτίβο τροποποιήσεων H3K4me3Q5ser ενισχύει 

την αλληλεπίδραση με μόρια-τελεστές, όπως ο TFIID(51). 

 

H ρύθμιση της μεταγραφικής δραστηριότητας των κυττάρων προϋποθέτει, εκτός από 

την αλλαγή του βαθμού συμπύκνωσης του DNA και την πρόσδεση μορίων τελεστών που 

αναγνωρίζουν τις παραπάνω τροποποιήσεις (PTM’s, post translational modifications). Η 

μεταβολή των μετα-μεταφραστικών αυτών τροποποιήσεων (π.χ. απο-μεθυλίωση λυσίνης) 

διαμορφώνει επίσης την ικανότητα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων. Ωστόσο, η 

απο-μεθυλίωση καταλοίπων λυσίνης (κατασταλτικό σήμα) δεν προτιμάται συχνά στη 

φύση. Αντίθετα, η φωσφορυλίωση καταλοίπων σερίνης ή θρεονίνης που γειτνιάζουν με 
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μεθυλιωμένες λυσίνες παρέχει ένα μέσο απώθησης των μεταγραφικών παραγόντων, 

χωρίς τη διαγραφή της επιγενετικής πληροφορίας(52, 53). Ο μηχανισμός αυτός ονομάζεται 

«διακόπτης φωσφορυλίωσης/μεθυλίωσης» και παρουσιάζεται στην εικόνα 7. Παράδειγμα 

τέτοιου μηχανισμού αποτελεί o H3K9me3/H3S10ph. Η HP1 αναγνωρίζει και προσδένεται 

στην H3K9me3 στη μεσόφαση, διαμεσολαβώντας τη δημιουργία ετεροχρωματίνης και την 

αποσιώπηση της γονιδιακής έκφρασης. Η φωσφωρυλίωση της H3S10 από την Aurora B, 

στην αρχή της μίτωσης, προκαλεί την αποσύνδεση της HP1.  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Τρόπος λειτουργίας των «διακοπτών 

φωσφορυλίωσης/μεθυλίωσης». PTM’s όπως η 

μεθυλίωση καταλοίπων λυσίνης (Κ) και/ή 

φωσφορυλίωση καταλοίπων σερίνης (S) στις 

κανονικές ισομορφές ιστονών, τροποποιούν την 

ικανότητα πρόσδεσης μορίων-τελεστών. ΗΜΤ: 

histone methyltransferase. Εικόνα τροποποιημένη 

από Fischle et al., 2003(52) 

 

Ένας επιπλέον τρόπος διατήρησης της επιγενετικής μνήμης, με την ταυτόχρονη 

ρύθμιση της μεταγραφικής δραστηριότητας, είναι η παρουσία αμφίσημων τροποποιήσεων 

στην ίδια χρωματινική περιοχή (bivalent chromatin domains). Τα μοτίβα αυτά συνδυάζουν 

την παρουσία ενεργοποιητικών και κατασταλτικών τροποποιήσεων (εικ. 8). 

 

 

Εικόνα 8. Η γονιδιακή ρύθμιση βάσει των αμφίσημων τροποποιήσεων (55). 



~ 20 ~ 

Παράδειγμα αποτελεί η ύπαρξη της Η3Κ27me3 σε υποκινητές γονιδίων που 

σχετίζονται με την εμβρυϊκή ανάπτυξη, στα βλαστικά κύτταρα (εμβρυονικά βλαστικά 

κύτταρα, σπερματογόνια κτλ). Η ταυτόχρονη παρουσία της H3K4me3 μαρκάρει τα γονίδια 

αυτά, ώστε να εκφραστούν μετά τη γονιμοποίηση(54).  

 

1.6 H προστασία της συνοχής μεταξύ των αδελφών χρωματίδων 

Η δημιουργία φυσικών συνδέσεων μεταξύ των αδελφών χρωματίδων αποκαλείται συνοχή 

(sister chromatid cohesion). Αυτή αντιτίθεται στις ελκτικές δυνάμεις που δημιουργούν οι 

μικροσωληνίσκοι, συμβάλλοντας έτσι στον ορθό προσανατολισμό των χρωμοσωμάτων 

και στο συμμετρικό διαχωρισμό τους (εικ. 9)(56). Ο ρόλος της συνοχής μεταξύ των 

αδελφών χρωματίδων είναι διπλός. Αφενός προστατεύει από τη δημιουργία 

ανευπλοειδών/πολυπλοειδών θυγατρικών κυττάρων και αφετέρου διευκολύνει την 

επιδιόρθωση των διπλών σχάσεων του DNA (double strand DNA breaks), με τη χρήση 

του ομόλογου ανασυνδυασμού. Η προστασία της συνοχής και ο ομόλογος 

ανασυνδυασμός είναι εξίσου σημαντικά και κατά τις μειωτικές διαιρέσεις. Λάθη κατά τη 

γαμετογένεση στον άνθρωπο οδηγούν είτε σε αυτόματες αποβολές, είτε σε τρισωμίες με 

κυμαινόμενο βαθμό βαρύτητας (π.χ. σύνδρομο Down, σύνδρομο Edwards, σύνδρομο 

Patau).  

Η προστασία της συνοχής διαμεσολαβείται από ένα πολυπαραγοντικό σύμπλοκο 

που ονομάζεται cohesin. Το σύμπλοκο αυτό αλληλεπιδρά με το DNA κατά την S φάση του 

κυτταρικού κύκλου, με τη βοήθεια της adherin. Στη συνέχεια, η αλληλεπίδραση αυτή 

σταθεροποιείται μετά από ακετυλίωση μιας υπομονάδας του. Σε αυτό συμμετέχει και η 

sororin, η οποία προσδένεται και αναστέλλει τον παράγοντα Wapl.  

 

Εικόνα 9. Απεικόνιση της 

κατανομής της cohesin (Sccp1) 

κατά μήκος των χρωμοσωμάτων, 

της σύνδεσης των κινητοχώρων με 

τους μικροσωληνίσκους, της 

μετακίνησης των κεντρομεριδίων 

και της έναρξης της ανάφασης. 

Εικόνα από Tanaka T. et al., 

2000(56). 
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 Το σύμπλοκο της cohesin αλληλεπιδρά με το DNA υπό την μορφή «δαχτυλιδιού» 

(ring). Οι δύο βασικές υπομονάδες Smc1 και Smc3 (structural maintenance of 

chromosomes 1 and 3) δημιουργούν μια δομή «μεντεσέ» (“hinge”) όταν συνδέονται μεταξύ 

τους, περικλείοντας το DNA ενδιάμεσα, μέσω ενός δομικού μοτίβου «hinge». Στο αντίθετο 

άκρο σχηματίζουν μια υποπεριοχή πρόσδεσης νουκλεοτιδίων (NBD: nucleotide binding 

domain) η καθεμιά. Αυτές ενώνονται μέσω μιας τρίτης υπομονάδας, της Scc1 (kleisin 

subunit). Μια τέταρτη υπομονάδα, η Scc3 στις ζύμες (STAG στον άνθρωπο, SA ½ στον 

ποντικό) προσδένεται στην Scc1 και διαμεσολαβεί την αλληλεπίδραση με ρυθμιστικούς 

παράγοντες, όπως ο Wapl, o Pds5 και η sororin. Η αλληλεπίδραση αυτή καθορίζει τη 

σταθερότητα της πρόσδεσης του συμπλόκου της cohesin στο DNA (εικ. 10)(57-59).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Η δομή του συμπλόκου της cohesin στα 

σπονδυλωτά ζώα. Αναπαριστάται ο τρόπος που 

περικλείουν τις δυο αδελφές χρωματίδες(57). 

 

Κατά την πρόφαση της μιτωτικής διαίρεσης, η χρωματίνη δημιουργεί δομές που 

μοιάζουν με θηλιές για να διευκολύνει τη συμπύκνωση των χρωμοσωμάτων. Η διαδικασία 

αυτή διαμεσολαβείται από τα σύμπλοκα της condensin (condensin I and II complexes). Τα 

σύμπλοκα αυτά συμπεριλαμβάνουν δύο πρωτεΐνες της οικογένειας SMC (structural 

maintenance of chromosomes), τρεις υπομονάδες που δεν ανήκουν στην παραπάνω 

οικογένεια (non-smc subunits), μια kleisin και δυο πρωτεΐνες που διαθέτουν HEAT 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες (HEAT repeat containing proteins). Η δημιουργία 

βρόχων μήκους 80-120kb από τα σύμπλοκα της condensin λαμβάνει χώρα σε ειδικές 

θέσεις, ενώ υποβοηθείται τοπικά και από την πλευρική συμπύκνωση μέσω ιστονικών 

τροποποιήσεων. Κατά την πρόοδο της μίτωσης, η cohesin απελευθερώνεται από τους 

χρωμοσωμικούς βραχίονες μέσω της topoisomerase IIα και η συμπύκνωση προχωρά σε 

αξονικό επίπεδο (εικ. 11).  
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Στην ανάφαση, δύο σύμπλοκα φωσφατασών, τα PP1γ-RepoMan και PP1γ-Κi67, 

αποφωσφορυλιώνουν τις μιτωτικές κινάσες Haspin και Aurora B, διευκολύνουν την 

ανασυγκρότηση του πυρηνικού φακέλου και υποκινούν την απο-συμπύκνωση της 

χρωματίνης(60-62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Η συγκρότηση των 

μιτωτικών χρωμοσωμάτων είναι μια 

πολυεπίπεδη διαδικασία. Η 

συμπύκνωση μέσω της condensin στην 

πρόφαση οδηγεί στη δημιουργία 

βρόχων. Αυτοί συμπιέζονται ακόμα 

περισσότερο κατά μήκος (axial 

compression) και πλευρικά (lateral 

compaction). Την ίδια στιγμή, ορισμένες 

μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις, π.χ. 

Η3Τ3ph, H3S10ph, H4K16deac, 

ενισχύουν την κατά τόπους 

συμπύκνωση της χρωματίνης (histone-

driven compaction)(60). 

1.7 To chromosomal passenger complex (CPC) κατευθύνει την πορεία 

των μιτωτικών διαιρέσεων 

Το chromosomal passenger complex ρυθμίζει την πρόσδεση των μικροσωληνίσκων της 

μιτωτικής ατράκτου με τους κινητοχώρους, την ενεργοποίηση του SAC (spindle assembly 

checkpoint) και την κυττοκίνηση (Carmena et al., 201263). Το σύμπλοκο αυτό αποτελείται 

από δυο υποομάδες: την ενζυμική (Aurora B kinase) και την υπομονάδα στόχευσης 

(INCENP, Borealin, Survivin). Η ολοκλήρωση του CPC και η πλήρης στόχευσή του στα 
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κεντρομερίδια απαιτεί τη δημιουργία ενός τετραμερούς συμπλόκου. Η Borealin και η 

Survivin προσδένονται στο άμινο-τελικό άκρο της INCENP (CEN-BOX) και η Aurora B στο 

IN-BOX του καρβόξυ-τελικού της άκρου (εικ. 12)(64).  

 

 

Εικόνα 12. Σχηματική αναπαράσταση του CPC στα σπονδυλωτά. Οι δυο υπομονάδες εκτελούν διαφορετικές 

λειτουργίες μεταξύ τους(121). 

 

Στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα η Aurora B φωσφορυλιώνει την H3S10 στους p 

βραχίονες των χρωμοσωμάτων κατά την φάση S, με σκοπό τη μεταγραφή των 

επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών (centromere repeats) των κεντρομεριδίων. H κινάση 

αυτή ενεργοποιεί την τελομεράση, η οποία εξασφαλίζει τη διατήρηση των άκρων των 

χρωμοσωμάτων(65). Κατά την έναρξη της μιτωτικής διαίρεσης, η ενεργοποίηση, μέσω 

φωσφωρυλίωσης, της ίδιας κινάσης οδηγεί σε απενεργοποίηση πρωτεϊνών απο-

πολυμερισμού των μικροσωληνίσκων, όπως η MCAK και η Op18. Το γεγονός αυτό 

συνδυάζεται με τη δημιουργία βαθμίδωσης συγκέντρωσης του Ran-GTP και έχει διπλή 

λειτουργία: τη σηματοδότηση της συναρμολόγησης της μιτωτικής ατράκτου και τη 

χωροθέτηση της(66). Παράλληλα η Η3S10ph σηματοδοτεί την έναρξη της συμπύκνωσης 

των χρωμοσωμάτων. 

Οι πρωτεΐνες του συμπλέγματος CPC εντοπίζονται στα σκέλη των χρωμοσωμάτων 

κατά την πρόφαση, όπου ρυθμίζουν τη συμπύκνωσή τους, στο εσωτερικό των 

κεντρομεριδίων και τους κινητοχώρους κατά την προμετάφαση/μετάφαση, όπου ορίζουν 
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τον προσανατολισμό των χρωμοσωμάτων και στη ζώνη αποκοπής (cleavage furrow) κατά 

την ανάφαση. Στην τελόφαση, εντοπίζονται στο μεσόσωμα (midbody), όπου συμμετέχουν 

στη σωστή αποκοπή του(67). 

Η παρουσία δυο ξεχωριστών βαθμίδων του CPC, μία προσανατολισμένη στους 

κινητοχώρους και μία στο εσωτερικό των κεντρομεριδίων (inner centromere), διασφαλίζει 

την ανίχνευση της τάσης που θα οδηγήσει στον ορθό διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων 

και την ενεργοποίηση του μηχανισμού διόρθωσης σφαλμάτων(68). O μηχανισμός αυτός 

εξαρτάται από την ενεργοποίηση της Aurora B και στις δυο θέσεις (κινητοχώροι και 

εσωτερικό των κεντρομεριδίων) και είναι συντηρημένος στους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς(69). Ταυτόχρονα, η απομάκρυνση του CPC από τα διαχωριζόμενα αναφασικά 

χρωμοσώματα είναι απαραίτητη για τον εκ νέου σχηματισμό ενός λειτουργικού πυρηνικού 

φακέλου και την αποσυμπύκνωση των χρωμοσωμάτων(66,70).  

 

1.8 H μιτωτική κινάση Haspin κωδικοποιείται από το γονίδιο GSG2 

Στα πλαίσια της έρευνας για την πορεία της διαφοροποίησης των γαμετικών κυττάρων, το 

1994 απομονώθηκαν 3 ειδικά για τη σπερματογένεση γονίδια (germline specific genes, 

gsg1-3)(71). Το δεύτερο από αυτά (GSG2) αναγνωρίστηκε στη συνέχεια ως αυτό που 

κωδικοποιεί τη Haspin. Τρία χρόνια αργότερα, το 1997, χαρτογραφήθηκε η θέση του 

γονιδίου στο χρωμόσωμα 11 του ποντικού(72) και λίγο αργότερα το ομόλογο στον 

άνθρωπο στο χρωμόσωμα 17 (17p13). Η γειτνίαση με το γενετικό τόπο om (ovum mutant, 

s στα σπερματόζωα), ο οποίος έχει χαρακτηριστικό φαινότυπο και καταλήγει σε εμβρυικό 

θάνατο, οδήγησε στην αρχική υπόθεση ότι το προϊόν του γονιδίου ίσως να σχετίζεται είτε 

με τον om, είτε με τον s. Μετά από πειράματα ανάλυσης κατά Northern, το mRNA του 

γονιδίου ανιχνεύθηκε σε όρχεις ενήλικου ποντικού και ποντικού 24 ημερών, αλλά όχι σε 

ποντικούς 4, 10 ή 16 ημερών, γεγονός που υπέδειξε ότι εκφράζεται σε μετά-μειωτικές 

απλοειδείς σπερματίδες(73, 74). 

Η παραγόμενη πρωτεΐνη βρέθηκε να έχει δραστικότητα κινάσης Ser/Thr. Μετά από 

έκτοπη έκφραση (transient transfection) ανιχνεύτηκε στον πυρήνα σωματικών κυττάρων, 

όπου προκάλεσε συσσώρευση τους στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου (G1 arrest). Ως 

εκ τούτου, η πρωτεΐνη αυτή ονομάστηκε Haspin (Haploid germ cell-specific nuclear 

protein kinase). Στην ίδια μελέτη, ανοσοϊστοχημική εξέταση τομών κρυοστάτη από 

ενήλικο ποντικό, με ορό αντισωμάτων έναντι της Haspin (εικ.13), έδειξε ότι είναι παρούσα 

σε πρώιμες στρογγυλές (βήματα 2-3) και όψιμες επιμηκυνόμενες (βήματα 14-15) 

σπερματίδες, όχι όμως σε προ-μειωτικά, μειωτικά ή σωματικά κύτταρα του όρχεως(75). 
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Εικόνα 13. Ανοσοϊστοχημική χρώση τομών κρυοστάτη από όρχεις ενήλικου ποντικιού, με αντίσωμα έναντι της 

Haspin. A. Αρνητικός μάρτυρας (preimmune rabbit serum). B-F. Ο εντοπισμός της Haspin. Tα C και D 

απεικονίζουν στρογυλλές και επιμήκεις σπερματίδες, ενώ το Ε αποτελεί μεγέθυνση. Στο F έχει γίνει και χρώση 

με αιματοξυλίνη. Οι αριθμοί αναφέρονται στα βήματα της σπερμιογένεσης (περισσότερες πληροφορίες 

αναφέρονται στην παράγραφο 1.9.1). Scale bars 100 μm (A–D) and 20 μm (E and F)(75). 

 

Αποτελέσματα από την ομάδα που ανακάλυψε το γονίδιο αναφέρουν πως το mRNA 

της Haspin ανιχνεύεται ειδικά στους όρχεις, όχι όμως σε σωματικούς ιστούς(75). Λίγο 

αργότερα, άλλες ερευνητικές ομάδες την εντόπισαν και σε άλλους ιστούς, όπως στο θύμο 

αδένα, τον μυελό των οστών, το έντερο, το σπλήνα και σε ορισμένους εμβρυικούς 

ιστούς(76). Ωστόσο, η χρήση τεχνικών αυξημένης ευαισθησίας, όπως η qPCR, έδειξε πως 

τα επίπεδα αυτά είναι στα όρια της ανίχνευσης(77). Μετά από έλεγχο ωοκυττάρων και 

εμβρύων ποντικού σε προ-εμφυτευτικό στάδιο βρέθηκε ότι το μητρικής προέλευσης 

αλληλόμορφο της Haspin εκφράζεται από τη μείωση έως το ζυγωτό (one-cell embryo) και 

πως τα επίπεδα έκφρασής του πέφτουν κάτω από το 30% στα επόμενα στάδια(78). 
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1.8.1. Η Haspin στον άνθρωπο και το ποντίκι 

Η θέση του γονιδίου της Haspin τόσο στον άνθρωπο, όσο και στο ποντίκι βρίσκεται εντός 

ενός ιντρονίου της integrin αΕ, ενώ το ίδιο το γονίδιο είναι και στις δύο περιπτώσεις 

συνεχόμενο, αφού δεν διαθέτει ιντρόνια (εικ. 14). Μεταξύ τους μοιράζονται 72% 

νουκλεοτιδική ομολογία και 62% αμινοξική, καθώς το γονίδιο στο ποντίκι είναι κατά 44 

αμινοξέα μικρότερο στο άμινο-τελικό του άκρο (754 aa έναντι 798aa). Ακόμη, η 3’-

αμετάφραστη περιοχή είναι μικρότερη στον άνθρωπο (ms: 531bp, hu:364bp), διαθέτει 

όμως μια Alu επαναλαμβανόμενη αλληλουχία(74-76).  

 

 
Εικόνα 14. Σχηματική αναπαράσταση της θέσης του γονιδίου που κωδικοποιεί τη Haspin στον άνθρωπο, 

εντός του ιντρονίου της integrin αΕ (πρώτη γραμμή). Στη δεύτερη γραμμή απεικονίζεται η 3’ περιοχή του itgae. 

Οι επόμενες γραμμές αναπαριστούν το mRNA της Haspin, της εναλλακτικής ισομορφής Aed και της αΕ, 

αντίστοιχα. Οι αριθμοί και τα λευκά κουτιά αναφέρονται σε εξώνια. Τα σκούρα κουτιά αναφέρονται σε περιοχές 

που μεταφράζονται και τα κεκλιμένα βέλη σε θέσεις έναρξης της μεταγραφής(76). 

 

Ομόλογα της Haspin γονίδια υπάρχουν σε αρκετούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς (π.χ. 

ζύμες, φυτά, ψάρια, ζώα), ενώ βρίσκεται και στο νηματώδη C. elegans. Το καρβόξυ-τελικό 

της άκρο, το οποίο διαθέτει δραστικότητα κινάσης, είναι αρκετά συντηρημένο μεταξύ αυτών 

των οργανισμών (83% ταυτόσημο μεταξύ ανθρώπου και ποντικού), ενώ το άμινο-τελικό όχι 

(52% ταυτόσημο μεταξύ ανθρώπου και ποντικού). Η ιδιαίτερη αλληλουχία της περιοχής με 

τη δραστικότητα κινάσης την κατατάσσει σε μία ξεχωριστή οικογένεια άτυπων κινασών(79). 

 

1.8.2. Η δομή του υποκινητή του GSG2 

Δυο είναι τα βασικά σημεία ελέγχου της έκφρασης του GSG2: ο υποκινητής και η περιοχή 

TDMR (tissue-dependent and differentially methylated region), η οποία βρίσκεται ανοδικά 

από αυτόν. Ο υποκινητής στο 5’ άκρο του γονιδίου έχει μήκος 193bp και είναι υπεύθυνος 

για την αμφίδρομη μεταγραφή της Haspin και μιας εναλλακτικής ισομορφής της 

ιντεγκρίνης αΕ, της Aed στο ποντίκι (εικ. 15Α)(80).  
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Εικόνα 15. Το προϊόν του αμφίδρομου υποκινητή του γονιδίου GSG2 στο ποντίκι εκφράζεται στους όρχεις. Α. 

Σχηματική αναπαράσταση του αμφίδρομου υποκινητή του GSG2 στο ποντίκι. Στην πρώτη σειρά απεικονίζεται 

το mRNA της Haspin, στη δεύτερη το mRNA της integrin αΕ και στην τρίτη της εναλλακτικής ισομορφής Aed. 

Β. Ιστοχημική ανίχνευση της πρωτεΐνης EGFP υπό τον αμφίδρομο υποκινητή της Haspin σε διαγονιδιακά 

ποντίκια. Στην εικόνα φαίνονται αριστερά οι όρχεις και δεξιά τομές τους. Με άσπρα βέλη σημειώνονται 

παχυταινικά σπερματοκύτταρα. RS (round spermatids): στρογγυλές σπερματίδες, ES (elongating spermatids): 

επιμηκυνόμενες σπερματίδες. Scale bars 100μm. Τροποποιημένο από Tokuhiro et al., 2007(80).. 

 

Η περιοχή του υποκινητή είναι πλούσια σε GC, ενώ δεν διαθέτει θέσεις πρόσδεσης 

ειδικών για τη σπερματογένεση παραγόντων, όπως είναι το μοτίβο cre. Αντίθετα, περιέχει 

θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, όπως είναι ο E2F, ο ΑΡ2 και ο Sp1.  

Ο μεταγραφικός παράγοντας E2F είναι υπεύθυνος για τον έλεγχο γονιδίων που είναι 

απαραίτητα για την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και ο Sp1 προσδένεται σε υποκινητές 

με υψηλό περιεχόμενο GC, οι οποίοι είναι όμως αμφίδρομοι(76). Η οικογένεια των ΑΡ2 

μεταγραφικών παραγόντων σχετίζεται με την ενεργοποίηση του πολλαπλασιασμού 

ειδικών κυτταρικών τύπων και την καταστολή της τελικής διαφοροποίησης, κατά τη 

διάρκεια της εμβρυικής ανάπτυξης(81).  

Η κατασκευή διαγονιδιακών ποντικών που φέρουν την πρωτεΐνη EGFP υπο τον 

αμφίδρομο υποκινητή της Haspin (enhanced green fluorescent protein) έδειξε πως αυτός 

είναι υπεύθυνος για τη μεταγραφή του γονιδίου στους όρχεις. Παράλληλα, το προϊόν του 
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γονιδίου εντοπίστηκε σε στρογγυλές και επιμηκυνόμενες σπερματίδες (εικ. 15Β). Ακόμη, 

δοκιμές μεταβολής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (gel shift assays) έδειξαν πως 

πρωτεϊνικά σύμπλοκα που προέρχονται από σπερματοκύτταρα μπορούν να 

προσδένονται σε αυτόν, χωρίς ωστόσο να ταυτοποιήσουν κάποιο από αυτά(80).  

 

 

Εικόνα 16. Η θέση του TDMR ανοδικά του υποκινητή του γονιδίου GSG2 στο ποντίκι (77). Οι αριθμημένες 

κάθετες γραμμές αναπαριστούν θέσεις CpG. Σημειώνεται επίσης ο αμφίδρομος υποκινητής (promoter) που 

αναγνωρίστηκε από τους Tokuhiro et al., 2007(80).  

 

Ανοδικά του υποκινητή της Haspin, στις θέσεις -641bp έως -517bp στο ποντίκι, 

βρίσκεται η περιοχή TDMR (εικ. 16). Αυτή απαρτίζεται από 5 ξεχωριστές υπο-περιοχές, οι 

οποίες παρουσιάζουν διαφορετικά μεταξύ τους επίπεδα μεθυλίωσης. Οι TDMR περιοχές 

είναι διάσπαρτες στο γονιδίωμα του ποντικού και ρυθμίζουν τη διαφοροποίηση ποικίλων 

κυτταρικών τύπων, συμπεριλαμβανομένων και των γαμετικών κυττάρων. Μια σειρά από 

άλλα, ειδικά για τη σπερματογένεση, γονίδια, όπως το PGK2 και το DDX4 (Mvh), 

διαθέτουν επίσης TDMR ανοδικά του υποκινητή τους. Στη Haspin, 3 υπό-περιοχές του 

TDMR βρέθηκαν υπο-μεθυλιωμένες στα γαμετικά κύτταρα του όρχεως και υπερ-

μεθυλιωμένες σε κύτταρα σωματικών ιστών. Ανάλυση των επιπέδων μεθυλίωσης του 

TDMR της Haspin σε κύτταρα ES (embryonic stem), EG (embryonic germ) και mGS 

(mature germline stem) έδειξε ότι η αύξηση των επιπέδων μεθυλίωσης μειώνει τη 

λειτουργικότητα του υποκινητή κατά 60-80%, χωρίς όμως να την αναστέλλει πλήρως, στα 

βλαστικά κύτταρα. Αντίθετα, η μείωση των επιπέδων μεθυλίωσης του υποκινητή φάνηκε 

να είναι απαραίτητη, αλλά όχι ικανή συνθήκη για την αύξηση των επιπέδων έκφρασης της 

Haspin στους όρχεις(77). 

 

1.8.3. Δομικά χαρακτηριστικά και συντηρημένα μοτίβα της πρωτεΐνης 

Η Haspin διαθέτει ένα σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS) και μια βασική περιοχή στο 

άμινο-τελικό της άκρο, με την ίδια λειτουργία. Μεταξύ των δύο NLS (nuclear localization 

signal) παρεμβάλλονται μια θέση πρόσδεσης της πρωτεΐνης Pds5B (ΡΙΜ, Pds5B 

interacting motif) (82) και η υποπεριοχή HBIS (Haspin Basic Inhibitory Segment)(83). 
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Στα χαρακτηριστικά μοτίβα που συναντώνται εντός της πρωτεΐνης 

συμπεριλαμβάνεται μια περιοχή ομόλογη με τον παράγοντα MEF2B (Myocyte-specific 

enhancement factor 2B) στο άμινο-τελικό άκρο και 3 ομόλογες των epK’s (eukaryotic 

protein kinases) στο καρβόξυ-τελικό. Ακόμα, υπάρχει ένα φερμουάρ λευκίνης (leucine 

zipper), το οποίο είναι συντηρημένο μόνο μεταξύ των θηλαστικών και μια δομική περιοχή 

στο καρβόξυ-τελικό άκρο άγνωστης λειτουργίας (DUF 3635) (εικ. 17). Διαθέτει επίσης 

θέσεις φωσφωρυλίωσης από πρωτεϊνικές κινάσες, όπως είναι η protein kinase C (S/T-x-

R/K), η cAMP- and cGMP- dependent protein kinase (RK-x-S/T) και η casein kinase II 

(S/T-x-x-D/E)(74-75). 

 

 

Εικόνα 17. Σχηματική αναπαράσταση χαρακτηριστικών μοτίβων στην ακολουθία της Haspin.  

 

Η ανάλυση της δομής της πρωτεΐνης (εικ.18) αναδεικνύει ορισμένα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά του ενεργού της κέντρου που απουσιάζουν από τις τυπικές ευκαρυωτικές 

κινάσες. Πρώτη σημαντική διαφορά αποτελεί το μοτίβο πρόσδεσης ATP/Mg+2, Asp-Phe-

Gly (DFG), το οποίο έχει αντικατασταθεί από το Asp-Tyr-Thr (DYT). Επιπρόσθετα, το 

μοτίβο Ala-Pro-Glu (APE) έχει αντικατασταθεί από μια μεγάλη α’ έλικα. Μια σειρά από 

δομικές ενθέσεις (α’ έλικες, β’ πτυχωτή επιφάνεια) και διαγραφές αυξάνουν τη 

σταθερότητα του ενεργού της κέντρου, προσδίδοντας έτσι στη Haspin μια διαμόρφωση 

άτυπης, αλλά σταθερά ενεργής κινάσης(84- 86). 
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Εικόνα 18. Δομικά χαρακτηριστικά της hHaspin452-798. Με πορτοκαλί απεικονίζεται το αμινο-τελικό της άκρο 

και με κόκκινο το ενεργό κέντρο(85). 

 

1.8.4. H Haspin φωσφορυλιώνει τη θρεονίνη 3 της ιστόνης Η3 

Το ενεργό κέντρο της Haspin έχει έναν ιδιαίτερα ηλεκτραρνητικό κλωβό, εξαιτίας του 

δεσμού υδρογόνου που δημιουργεί η Arg του μοτίβου HRD και της απουσίας της τυπικής 

αG’ έλικας. Ο κλωβός αυτός αποτελεί σημείο πρόσδεσης για το αμινο-τελικό άκρο της 

ιστόνης Η3(84, 85, 87). Η ομάδα της Dai, το 2005(88), έδειξε πως η Haspin μπορεί να 

φωσφορυλιώσει τη θρεονίνη 3, της ιστόνης Η3 in vitro και πως η φωσφορυλίωση αυτή 

παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην ολοκλήρωση της μιτωτικής διαίρεσης. Η ικανότητα της 

Haspin να προσδένει και να φωσφωρυλιώνει το αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3 

επηρεάζεται από την τρι-μεθυλίωση της διπλανής λυσίνης 4 και την μη-συμμετρική δι-

μεθυλίωση της λυσίνης 2(84, 88, 89). 

Η Haspin εντοπίζεται στον πυρήνα μεσοφασικών κυττάρων και στα συμπυκνωμένα 

χρωμοσώματα, με ιδιαίτερη έμφαση στα κεντρομερίδια και τα κεντροσωμάτια, καθ’ όλη τη 

διάρκεια της μίτωσης (εικ. 19). Η αναστολή της, μέσω τεχνικών RNAi, προκαλεί 

εσφαλμένη ευθυγράμμιση των χρωμοσωμάτων στη μετάφαση, πρόωρο διαχωρισμό των 

αδελφών χρωματίδων και εμφάνιση έκτοπων πόλων της μιτωτικής ατράκτου. Αντίθετα, η 

υπερέκφρασή της προκαλεί συσσώρευση των κυττάρων στα πρώτα στάδια της μίτωσης, 

καθυστερώντας την απελευθέρωση της cohesin(90-92).  
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Εικόνα 19. Η κινάση Haspin βρίσκεται στον πυρήνα κατά τη μεσόφαση και εντοπίζεται στα χρωμοσώματα και 

σε τμήματα της μιτωτικής ατράκτου κατά τη διάρκεια της μίτωσης(88). Κύτταρα HeLa που υπερεκφράζουν 

σταθερά EGFP-Haspin.  

 

Η H3T3ph πρωτοεμφανίζεται στην αρχή της πρόφασης της μιτωτικής διαίρεσης, 

κοντά στο σημείο διάσπασης του πυρηνικού φακέλου (NEBD, nuclear envelope 

breakdown) και στην περικεντρομεριδιακή ετεροχρωματίνη κατά την προμετάφαση. Στη 

μετάφαση βρίσκεται στα κεντρομερίδια, ενώ κατά την ανάφαση σταδιακά εξαφανίζεται (εικ. 

20)(88, 93). Επίσης, αποτελεί τμήμα ενός συνδυαστικού μοτίβου τροποποιήσεων 

(Η3Τ3phK4me3R8me2, PMM) στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3(94). Το μοτίβο αυτό 

καταλαμβάνει τις ίδιες θέσεις με την H3T3ph στη διάρκεια της μιτωτικής διαίρεσης, 

αντίθετα με αυτή όμως δεν εμπλέκεται στη συμπύκνωση της χρωματίνης (εικ. 21).  
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Εικόνα 20. Η H3T3ph εντοπίζεται στα σκέλη των χρωμοσωμάτων(93) (A) και στις περικεντρομεριδιακές 

περιοχές (B) από την πρόφαση έως τη μετάφαση. Έμμεσος ανοσοφθορισμός σε κύτταρα C127 με αντίσωμα 

έναντι της H3T3ph (aPΤ3) και χρώση του DNA με propidium iodide (PI).  

 

 

Εικόνα 21. Η τριπλή τροποποίηση PMM ανιχνεύεται στα σκέλη των χρωμοσωμάτων και στα κεντρομερίδια 

από την πρόφαση έως την ανάφαση(94). Έμμεσος ανοσοφθορισμός μιτωτικών κυττάρων με αντίσωμα έναντι 

της τροποποίησης PMM (aPMM). 

 

1.8.5. H Haspin απενεργοποιείται από τη φωσφατάση PP1γ και από τη 

ρυθμιστική υπομονάδα RepoMan 

Η φωσφατάση PP1γ ανήκει στην οικογένεια PPP ευκαρυωτικών φωσφατασών σερίνης/ 

θρεονίνης και εμπλέκεται σε μια πληθώρα υπο-κυτταρικών διεργασιών. Η δραστικότητά 

της μεταβάλλεται μέσω φωσφωρυλίωσης και πρόσδεσης διαφορετικών ρυθμιστικών 

υπομονάδων. Οι τελευταίες περιέχουν συνήθως ένα RVxF μοτίβο στην αλληλουχία τους, 

του οποίου προηγούνται βασικά κατάλοιπα και ακολουθούν επαναλαμβανόμενα μοτίβα 

αγκυρίνης (ankyrin repeats)(95). 

Η πρωτεΐνη RepoMan είναι μια από αυτές τις ρυθμιστικές υπομονάδες. Η πρόσδεσή 

της στην PP1γ κατά την μετάφαση οδηγεί το σύμπλοκο στην χρωματίνη, όπου παραμένει 
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καθ’ όλη την διάρκεια της μεσόφασης, έως την πρόφαση της επόμενης μιτωτικής 

διαίρεσης(96). Η πρόσδεση της ρυθμιστικής υπομονάδας RepoMan εμποδίζει την 

εξάπλωση της H3T3ph στα σκέλη των χρωμοσωμάτων από το μέσο της πρόφασης έως 

τη μετάφαση, συμβάλλοντας έτσι στη συμπύκνωση της χρωματίνης. Μέσω του ίδιου 

μηχανισμού (απο-φωσφορυλίωση της H3T3ph) συμμετέχει και στη στόχευση της Aurora 

B και κατά συνέπεια του CPC στα κεντρομερίδια και της MCAK στους κινητοχώρους(97). 

Η έναρξη της ανάφασης σηματοδοτεί μια αλληλουχία γεγονότων που οδηγούν στο 

διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων. Η CDK1 στρατολογεί την PP2A-B56, η οποία απο-

φωσφορυλιώνει την RepoMan (στη S893). Στην συνέχεια, αυτή στοχεύει την PP1γ στα 

κεντρομερίδια, όπου απενεργοποιεί την Aurora B και τη Haspin, μέσω του καρβοξυ-

τελικού της άκρου (πρώιμη ανάφαση). Το σύμπλοκο PP1γ-RepoMan καταλύει επίσης την 

απο-φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 σε πολλαπλά κατάλοιπα. Πιο συγκεκριμένα, απο-

φωσφορυλιώνει τη θρεονίνη 3 (άμεσα), τη θρεονίνη 11 (έμμεσα, διαμέσου της 

απενεργοποίησης της ΑΤΜ), τη σερίνη 10 και τη σερίνη 28 κατά την πρώιμη ανάφαση. Η 

απο-φωσφορυλίωση της H3S28 οδηγεί στην εκ νέου πρόσδεση της HP1γ και την 

εγκαθίδρυση της H3K27me3, υποβοηθώντας έτσι στην αποκατάσταση της 

ετεροχρωματίνης των μετα-μιτωτικών κυττάρων. Ταυτόχρονα, μέσω του αμινο-τελικού της 

άκρου, η ΡΡ1γ στρατολογεί την Importin β και την Nup 153 στην περιφέρεια των 

χρωμοσωμάτων, όπου συμβάλλει στην ανασυγκρότηση του πυρηνικού φακέλου (όψιμη 

ανάφαση)(62, 98- 101).  

 

1.8.6. H Haspin ρυθμίζει την πρόσδεση του CPC (chromosomal passenger 

complex) στα κεντρομερίδια 

Η παρουσία της H3T3ph στα κεντρομερίδια, κατά τη διάρκεια της μιτωτικής διαίρεσης, 

οδήγησε στην υπόθεση ότι ίσως αυτή να ρυθμίζει το διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων. Για 

τον σκοπό αυτό, η δραστικότητα της Haspin θα πρέπει να ελέγχεται χρονικά, ώστε να 

είναι περιορισμένη στη φάση της μίτωσης, παρά την συνεχή καταλυτική δραστικότητα του 

ενεργού της κέντρου.  

Πράγματι, κατά την έναρξη της μίτωσης η Haspin φωσφορυλιώνεται από την CDK1 

σε πολλαπλές θέσεις στο αμινο-τελικό της άκρο. Οι τροποποιήσεις αυτές δημιουργούν 

θέσεις αναγνώρισης για την κινάση Plk1 (PBD, Plk1 binding domain), η οποία 

φωσφορυλιώνει επίσης την Haspin. Με τον τρόπο αυτό, επιτυγχάνεται άρση της 

στερεοχημικής παρεμπόδισης που προκαλεί η αλληλεπίδραση του HBIS με το ενεργό της 

κέντρο κατά τη μεσόφαση. Έτσι, η Haspin είναι ικανή να αλληλεπιδρά με το υπόστρωμά 

της μόνο κατά τη διάρκεια της μίτωσης. (εικ. 22)(83, 102, 103).  
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Εικόνα 22. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού ενεργοποίησης της Haspin διαμέσου των CDK1/Plk1(16). 

 

Συνηγορητικά προς την άποψη ότι η Haspin ρυθμίζει το διαχωρισμό των 

χρωμοσωμάτων κατά τη μιτωτική διαίρεση λειτούργησε η αναγνώριση της πρόσδεσης του 

BIR domain της Survivin με την H3T3ph. Ο συσχετισμός αυτός ενεργοποιεί την Aurora B 

στα κεντρομερίδια, η οποία προσελκύει και τις υπόλοιπες υπομονάδες του CPC στην ίδια 

θέση(104, 105).  

Ενεργοποιητικό σήμα για την πρόσκληση του CPC κατά την έναρξη της μίτωσης 

αποτελεί η διαμεσολαβούμενη από την PRMT6 H3R2me2
asym. Η τροποποίηση αυτή 

λειτουργεί συνεργατικά με την H3T3ph για την τοποθέτηση του CPC στα κεντρομερίδια 

και τα σκέλη των χρωμοσωμάτων. Αρχικά, η Aurora B αναγνωρίζει την H3R2me2
asym στα 

σκέλη των χρωμοσωμάτων, όπου φωσφορυλιώνει την Η3S10, συμβάλλοντας έτσι στην 

ολοκλήρωση της συμπύκνωσής τους. Στις ίδιες θέσεις εντοπίζεται και η υπομονάδα 

τοποθέτησης του CPC, η οποία μεταπηδά στα κεντρομερίδια, μετά την εγκατάσταση της 

Haspin και της H3T3ph(106). 

Η πρόσδεση στα κεντρομερίδια ισχυροποιείται μετά από διμερισμό του συμπλόκου 

(εικ. 23). Πιο συγκεκριμένα, διαμέσου του διμερισμού της Borealin, δημιουργούνται δυο 

δεσμοί Survivin-H3T3ph, οι οποίοι ενισχύουν την πρόσδεση του CPC στο εσωτερικό των 

κεντρομεριδίων(107). 
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Εικόνα 23. Ο διμερισμός του CPC ενισχύει την αλληλεπίδραση με το κεντρομερίδιο. Η σύνδεση δύο 

ξεχωριστών υπομονάδων του CPC, μέσω της υποπεριοχής διμερισμού της Borealin, οδηγεί στη δημιουργία 

δύο δεσμών Survivin-H3T3ph. Στους κινητοχώρους το CPC ενισχύει τη σύνδεσή του μέσω δυο 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ της H2AT20ph και της Shugosin. Το μοντέλο βασίζεται στην ταυτόχρονη 

αλληλεπίδραση του CPC με την H3T3ph και την H2AT20ph(107). 

 

Επιπρόσθετα, η Aurora B και η Haspin φωσφορυλιώνουν η μία την άλλη 

δημιουργώντας έτσι ένα κύκλο ανατροφοδότησης, ο οποίος ενισχύει το σήμα 

ενεργοποίησης κατά 20 φορές(108). Ο κύκλος αυτός ενισχύεται και από την κινάση Aurora 

A, η οποία φωσφορυλιώνει την Haspin στο όριο G2/πρόφασης, συμμετέχοντας έτσι στην 

πρόσδεση του CPC στα κεντρομερίδια (εικ. 24)(109).  

 

 

 

Εικόνα 24. Μοντέλο 

ανατροφοδότησης του 

κύκλου Aurora B-Haspin-

H3T3ph-CPC από την 

κινάση Aurora A στην αρχή 

της μίτωσης(109). 
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Η χρήση μικρομοριακών αναστολέων της Haspin (5-ITU, CHR-6494) ενισχύει 

την παραπάνω άποψη. Εκτός από μείωση των επιπέδων της H3T3ph, οι αναστολείς 

αυτοί προκαλούν μερική απομάκρυνση της Aurora B (και κατά συνέπεια του CPC) 

από τα κεντρομερίδια και σε μικρότερο βαθμό από τους κινητοχώρους. Έτσι, 

δημιουργούνται προβλήματα στον προσανατολισμό των χρωμοσωμάτων κατά τη 

μετάφαση, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του SAC, το οποίο όμως πολλές φορές 

παρακάμπτεται(110-115). 

Ωστόσο, η Haspin δεν είναι απαραίτητη για την πλήρη δραστικότητα του CPC. Τόσο 

σε κύτταρα ζύμης, όσο και στον άνθρωπο μια ακόμα μιτωτική κινάση, με καταλυτικά 

ενεργό κέντρο καθ’ όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, συμμετέχει στη στόχευση του 

CPC στα κεντρομερίδια. Η κινάση Bub1 προσελκύεται στα κεντρομερίδια από την Mps1 

και φωσφωρυλιώνει την ιστόνη H2A (Τ120 για τον άνθρωπο και S121 για το fission yeast) 

κατά την πρόφαση της μίτωσης. Αυτό οδηγεί με τη σειρά του στην πρόσδεση της Borealin 

με την H2A, διαμέσου της sgo1/2(116-120). Ταυτόχρονα, η Bub1 προσδένεται στους 

κινητοχώρους, όπου και φωσφορυλιώνεται από την κινάση Knl1, προωθώντας έτσι την 

εγκαθίδρυση του CPC και σε αυτές τις θέσεις μέσω της αλληλεπίδρασης H2AT120ph-

sgo1/2-Borealin(121). Τόσο η Bub1, όσο και η Haspin έχουν την δυνατότητα να 

προσελκύσουν ανεξάρτητα την κινάση Aurora B στις θέσεις όπου αυτές βρίσκονται. Η 

προσέλκυση του CPC μέσω της H2AT120ph-Aurora B είναι δυνατό να αναπληρώσει την 

έλλειψη της αλληλεπίδρασης H3T3ph-Survivin και να διορθώσει τυχόν λάθη στη 

πρόσδεση των κινητοχώρων με τους μικροσωληνίσκους της ατράκτου(122) και συνεπώς να 

ολοκληρώσει τη μιτωτική διαίρεση. Ο εφεδρικός αυτός μηχανισμός καθίσταται 

λειτουργικός εξαιτίας του χωρικού διαχωρισμού (spatial separation) των διαφόρων 

υποπληθυσμών της Aurora B. Στο εσωτερικό των κεντρομεριδίων συναντάται o 

εξαρτώμενος από την Haspin-H3T3ph-Survivin πληθυσμός, στο εξωτερικό (κοντά στους 

κινητοχώρους ο εξαρτώμενος από την Bub1-H2AT120ph-sgo1 και τέλος 20nm εξωτερικά 

της CenpC (εσωτερικά των κινητοχώρων) ένας τρίτος πληθυσμός. Σε περίπτωση 

απουσίας του πρώτου, η sgo1 που προέρχεται από τον δεύτερο μεταπηδά διαδοχικά από 

τους κινητοχώρους, στα κεντρομερίδια και ενεργοποιεί την Aurora B. Η διαδικασία αυτή 

είναι πιθανό να συμπεριλαμβάνει και την «χαλάρωση» της περικεντρομεριδιακής 

ετεροχρωματίνης από την RNA πολυμεράση ΙΙ(123, 124). Ο μηχανισμός αυτός αφορά μόνο 

τα κεντρομερίδια, αφού απουσία της Haspin και της Bub1 τα υποστρώματα της Aurora B 

στους κινητοχώρους (Hec1, Dsn1 και Knl1) φωσφορυλιώνονται επαρκώς και ο 

μηχανισμός ελέγχου (mitotic checkpoint) ικανοποιείται(125).  
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1.8.7. H Haspin είναι υπεύθυνη για την κεντρομεριδιακή συνοχή και την 

προστασία των αδελφών χρωματίδων από πρόωρη απελευθέρωση 

Σε κύτταρα RPE1 και U2OS, η Haspin βρέθηκε να σχετίζεται με τη χρωματίνη ακόμα και 

μετά την έναρξη της ανάφασης, ενώ συνεντοπίζεται και με τον παράγοντα Pds5B(121, 126). 

Επιπλέον, η έλλειψη του scc1 σε κύτταρα ζύμης οδήγησε σε διασπορά της H3T3ph στα 

σκέλη των χρωμοσωμάτων(116).  

Η πρόσδεση του παράγοντα Wapl στον Pds5B, διαμέσου του μοτίβου YSR της 

Haspin, απελευθερώνει το σύμπλοκο της cohesin από τους βραχίονες των 

χρωμοσωμάτων κατά την πρόφαση της μίτωσης. Παρόλα αυτά, η κεντρομεριδιακή 

συνοχή προστατεύεται μέχρι την έναρξη της ανάφασης με δύο τρόπους. Αρχικά, η κινάση 

Aurora B φωσφωρυλιώνει την RepoMan στη σερίνη 893(127). Στη συνέχεια, το καρβόξυ-

τελικό άκρο της Haspin προσδένεται και φωσφορυλιώνει το YSR μοτίβο του Wapl. Με τον 

τρόπο αυτό, αναστέλλει άμεσα την πρόσδεσή του με τον Pds5B (εικ. 25Α)(128).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 25. Η Haspin απενεργοποιεί τον 

παράγοντα Wapl, προσδένεται στον 

Pds5B και προστατεύει τα κεντρομερίδια 

από πρόωρο διαχωρισμό. (Α) Μοντέλο 

αλληλεπίδρασης της Haspin (γκρι) με τον 

Wapl (πράσινο). Τα μόρια νερού 

σημειώνονται με κόκκινες σφαίρες. 

Εικόνα τροποποιημένη από Liang et al., 

2018(128). (Β) Η υπομονάδα Psds5B 

καθορίζει την πορεία εγκατάστασης του 

συμπλόκου της cohesin στη χρωματίνη 

και/είτε τον προσανατολισμό των 

χρωμοσωμάτων, ανάλογα με το 

ρυθμιστικό παράγοντα που αλληλεπιδρά 

με το μοτίβο ΗΙΜ (π.χ. Wapl/Wpl1, Eso1, 

Haspin/HrK1). Εικόνα τροποποιημένη 

από Goto et al., 2017(129) 
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Επιπρόσθετα, η Haspin προσδένεται στον Pds5B, διαμέσου του μοτίβου RTYGA 

(Pds5B interacting motif, PIM) στο άμινο-τελικό της άκρο. Συνεπώς, ο ανταγωνισμός της 

Haspin με τον παράγοντα Wapl για την ίδια θέση πρόσδεσης στον Pds5B (HIM, 

Haspin/Hrk1 interacting motif) συνεισφέρει στην προστασία της κεντρομεριδιακής συνοχής 

(εικ. 25Β)(82, 129).  

Ένας δεύτερος τρόπος πρόσδεσης της Haspin στα κεντρομερίδια υποδεικνύει τη 

σημασία της στην προστασία της συνοχής. Σε κύτταρα ζύμης, στο X. laevis αλλά και στον 

άνθρωπο, η Haspin αλληλεπιδρά με τα κεντρομερίδια δια μέσου της topoisomerase IIα. 

Το ένζυμο αυτό προσδένεται σε ειδικές θέσεις κατά τη μεσόφαση και ξεδιπλώνει τις 

αλυσίδες του DNA, στις φάσεις S και G2. Επιπλέον, ρυθμίζει την ενεργοποίηση των 

σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (cell cycle checkpoints). Μετακινείται στα 

κεντρομερίδια στην αρχή της μίτωσης, όπου ρυθμίζει την πρόσδεση του CPC(130, 131). Το 

καρβοξυ-τελικό άκρο της topoisomerase IIα (topIIα-CTD) διαθέτει 5 συντηρημένες θέσεις 

σουμοϋλίωσης, διακριτές από το καταλυτικό της κέντρο. Η σουμοϋλίωση της 

topoisomerase IIα λαμβάνει χώρα κατά τη μίτωση. Η Haspin με την σειρά της έχει δυο 

sumo-interacting motifs (SIM’s) στο αμινο-τελικό της άκρο (aa 343-346 & 364-367 στο X. 

laevis). Πειραματικά δεδομένα προερχόμενα από μιτωτικά κύτταρα, έδειξαν ότι η Haspin 

προσδένεται ισχυρά στο σουμοϋλιωμένο καρβοξυ-τελικό άκρο της topoisomerase IIα. Το 

γεγονός αυτό υποδεικνύει πως η Haspin φωσφορυλιώνεται από τo sumo-topIIα-CTD 

(Τ206 για το X. laevis και Τ128 για τον H. sapiens) στα κεντρομερίδια και ως αποτέλεσμα, 

η H3T3ph προσελκύει το CPC στο σημείο αυτό (εικ. 26).  

 

 

Εικόνα 26. Αναπαράσταση του μοντέλου στρατολόγησης της Haspin στα κεντρομερίδια από την 

topoisomerase IIα. (Α) Η κεντρομεριδιακή topoisomerase IIα σουμοϋλιώνεται (S), στο καρβοξυ-τελικό της 

άκρο από την SUMO E3 ligase PIASy. Την ίδια στιγμή, η Haspin φωσφορυλιώνεται (Ρ) από την Cdk1 στη 

Τ206. Η Plk1 προσδένεται στη θέση αυτή και ενεργοποιεί την Haspin μέσω φωσφορυλίωσης. Η sumo-topIIα 

στη συνέχεια προσελκύει την Haspin στα κεντρομερίδια και η H3T3ph προσελκύει το CPC. Παράλληλα, η 

κινάση Bub1 φωσφορυλιώνει την ιστόνη H2A στη T120 και προσελκύει περισσότερα σύμπλοκα του CPC 

διαμέσου της αλληλεπίδρασης shugoshin 1/2 (sgo1/2)-Borealin(131). 
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Η σουμοϋλίωση της topoisomerase IIα στην Κ660 αναστέλλει τη δραστικότητα του 

ενζύμου στα πρώιμα στάδια της πρόφασης, συμβάλλοντας με αυτόν τον τρόπο στην 

προστασία της συνοχής μεταξύ των αδελφών χρωματίδων. Στην αρχή της ανάφασης, η 

topoisomerase IIα απο-φωσφορυλιώνεται σε όλες τις θέσεις με αποτέλεσμα την 

απομάκρυνση της H3T3ph από τα κεντρομερίδια και την έναρξη του διαχωρισμού των 

χρωμοσωμάτων (εικ. 27)(131, 132).  

 

 

Εικόνα 27. Ο διπλός ρόλος της σουμοϋλίωσης της topoisomerase IIα κατά τη διάρκεια της μιτωτικής 

διαίρεσης. Από τη μια πλευρά, η Κ660sumo αναστέλλει τη λειτουργία της topIIα στην αρχή της μιτωτικής 

διαίρεσης, υποβοηθώντας την προστασία της κεντρομεριδιακής συνοχής. Από την άλλη,το sumo-topIIα-CTD 

ρυθμίζει τη μετάβαση από τη μετάφαση στην ανάφαση διαμέσου των Haspin-H3T3ph-CPC. Στην ανάφαση, η 

topoisomerase IIα απο-σουμοϋλιώνεται σε όλες τις θέσεις (κατάλοιπα λυσίνης). Με τον τρόπο αυτό, 

διαχωρίζεται η κεντρομεριδιακή χρωματίνη και οι αδελφές χρωματίδες από την άτρακτο(132). 
 

Παρά τα παραπάνω στοιχεία, ο ρόλος της Haspin στην προστασία της συνοχής δεν 

είναι απόλυτος. Η topoisomerase IIα προσελκύει και την sgo1 στα κεντρομερίδια (κύτταρα 

ζύμης), συμμετέχοντας έτσι στην ενεργοποίηση του δεύτερου μηχανισμού που 

περιγράφηκε παραπάνω (H2AT120ph-sgo1/2-Borealin) (εικ. 28). Η sgo1 προσδένεται 

στην PP2A και προωθεί τη συσσώρευση των Haspin-H3T3ph στα κεντρομερίδια. Η 

απομάκρυνση της sgo1 από τις θέσεις αυτές, σε κύτταρα HeLa οδηγεί σε μερικό 
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εκτοπισμό του CPC, προβλήματα στη συνοχή και μη ορθό διαχωρισμό των αδελφών 

χρωματίδων(133). Είναι λοιπόν προφανές πως οι H3T3ph/H2AT120ph δρουν 

παράλληλα(130). 

 

 

Εικόνα 28. Η εγκαθίδρυση και η ενεργοποίηση του CPC στα κεντρομερίδια δεν είναι αποκλειστική 

αρμοδιότητα της Haspin στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Στο κλειδί εμφανίζονται τα ορθόλογα των 

εμπλεκόμενων πρωτεϊνών μεταξύ των σπονδυλοτών και του ζυμομύκητα S. cerevisiae(130).  

 

Η παραπάνω υπόθεση υποστηρίζεται και από την αλληλεπίδραση μεταξύ INCENP-

HP1α/γ. Όπως έχει περιγραφεί παραπάνω, στη φάση G2 του κυτταρικού κύκλου, η 

Aurora B καταλύει τη φωσφορυλίωση της H3S10 στην περικεντρομεριδιακή 

ετεροχρωματίνη των εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων, όπου λαμβάνει χώρα ο 

διπλασιασμός των κεντρομεριδίων. Στην πρόφαση, η H3S10ph εντοπίζεται στην 

περιφέρεια των χρωμοσωμάτων, όπου ρυθμίζει τη φωσφορυλίωση της CenpA στους 

κινητοχώρους(134). Το καρβοξυ-τελικό άκρο (CSD) των HP1α/γ αναγνωρίζει το μοτίβο 

PVEEΤ της INCENP και προσδένεται σε αυτό, πριν τη φωσφορυλίωση της H3S10. Έχει 

προταθεί πως μέσω του ίδιου μοτίβου (PxVxL) η Haspin συνδέεται άμεσα με την HP1 και 

οδηγείται στη φωσφωρυλίωση του Wapl και την πρόσδεση στον Pds5B (εικ. 29). Η δράση 

αυτή είναι σημαντική καθώς συμβάλει στον κύκλο ανατροφοδότησης μεταξύ Haspin και 

Aurora B, προωθώντας την κεντρομεριδιακή συνοχή και την πρόληψη του μη-

διαχωρισμού των χρωμοσωμάτων(135- 137). 

Συμπληρωματικά προς τα παραπάνω, η αυτό-φωσφορυλίωση της Bub1, στην Τ589, 

ρυθμίζει τη δέσμευση των H2AT120ph και sgo1 στους κινητοχώρους. Αναστολή της 

καταλυτικής της δραστικότητας επηρεάζει την ικανότητα πρόσδεσης της sgo1 με τη 

χρωματίνη. Είναι λοιπόν προφανές πως η Haspin δρα παράλληλα με τις Bub1 και sgo1 

για την προστασία της συνοχής(138, 139). 
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Εικόνα 29. Οι ετεροχρωματινικές πρωτεΐνες α και γ (HP1α/γ) συμμετέχουν στην προσέλκυση της Haspin στα 

κεντρομερίδια. Η διπλή αλληλεπίδραση, μέσω των μοτίβων PxVxL και ΡΙΜ, στο αμινο-τελικό άκρο της υπό 

μελέτη κινάσης ενισχύεται από τη φωσφορυλίωση του παράγοντα Wapl, από το καρβοξυ-τελικό της άκρο(137). 

 

Αντίθετα, η προσέλκυση του CPC στα κεντρομερίδια ανεξάρτητα από τη Haspin, 

συνηγορεί προς την άποψη ότι ίσως ο ρόλος της στην ολοκλήρωση της μιτωτικής 

διαίρεσης να είναι λιγότερο καθοριστικός από ότι έχει δειχθεί μέχρι τώρα. Στο μονοπάτι 

αυτό, η μερικώς ενεργοποιημένη Aurora B φωσφορυλιώνει την ιστόνη Η2Α.x (στην S121) 

οδηγώντας σε περαιτέρω ενεργοποίησή της στα κεντρομερίδια. Η ταυτόχρονη παρουσία 

της Plk1 στους κινητοχώρους ολοκληρώνει τον κύκλο και ανατροφοδοτεί την 

ενεργοποίηση της Aurora B. Έτσι ικανοποιείται το SAC, καθώς οι κινητοχώροι είναι 

σωστά προσδεμένοι στα κεντρομερίδια αλλά και στους μικροσωληνίσκους της μιτωτικής 

ατράκτου (εικ. 30)(140-143). 
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Εικόνα 30. Το κύκλωμα ενεργοποίησης της Aurora B και του CPC λειτουργεί ανεξάρτητα από τη Haspin. (1) 

Η Bub1-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της Η2ΑΤ120 προκαλεί την προσέλκυση του CPC στα κεντρομερίδια. (2) 

Η μερικώς ενεργοποιημένη Aurora B καταλύει τη φωσφορυλίωση της H2A.x, στην S121. (3) Αυτό καταλήγει 

στην ανατροφοδότηση της ενεργοποίησης της Aurora B και της Haspin στο εσωτερικό των κεντρομεριδίων και 

ρυθμίζει την εγκατάσταση περισσότερων μονάδων του συμπλόκου CPC, διαμέσου της Η3Τ3ph-Survivin(140). 

 

1.8.8. H Haspin στα φυτά 

Στον οργανισμό A. thaliana, η Haspin καταλύει τη φωσφορυλίωση της Η3Τ3, ενώ είναι 

ικανή να φωσφορυλιώσει και την H3T11 in vitro. Αντίθετα με ότι συμβαίνει στον άνθρωπο 

και το ποντίκι, κατά τη μεσόφαση βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα. Εντοπίζεται στα 

χρωμοσώματα κατά την προμετάφαση/μετάφαση της μίτωσης και στη μέση πλάκα (cell 

plate) κατά την κυττοκίνηση (εικ. 31Α). Σε κύτταρα ΒΥ-2 η θέση της Haspin συμπίπτει με 

αυτή των H3T3ph και Η3Τ11ph (εικ. 31Β). Έκτοπη έκφραση της AtHaspin-GFP, σε φυτά 

Arabidopsis, έδειξε πως εντοπίζεται σε μεριστωματικούς ιστούς, οι οποίοι έχουν υψηλή 

μιτωτική δραστηριότητα και σε εμβρυικούς ιστούς (one-cell stage to four-cell stage). 

Συνεπώς, ο υποκυτταρικός εντοπισμός της υπέδειξε μια έμμεση σχέση της AtHaspin με 

την οργανογένεση (εκβλάστηση ριζών, μίσχων κτλ)(144).  
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Εικόνα 31. Υποκυτταρικός εντοπισμός της AtHaspin. (Α) Παρατήρηση κυττάρων ΒΥ-2 που εκφράζουν GFP-

αTubulin και AtHaspin-dtomato σε πραγματικό χρόνο. (Β) Κατανομή της H3T3ph (πράσινο) και της Η3S28ph 

(κόκκινο) σε κύτταρα ΒΥ-2 κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Χρώση του DNA με Dapi. (C) Κατανομή 

της H3T11ph (πράσινο) και της Η3S28ph (κόκκινο) σε κύτταρα ΒΥ-2 κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. 

Χρώση του DNA με Dapi. Scale bars: 10 μm. Pro (prophase): πρόφαση, NEBD (Nuclear Envelope Break 

Down): διάσπαση του πυρηνικού φακέλου, meta (metaphase): μετάφαση, ana (anaphase): ανάφαση, early 

telo (early telophase): πρώιμη τελόφαση, late telo (late telophase): όψιμη τελόφαση, early pro (early 

prophase): πρώιμη πρόφαση, late pro (late prophase): όψιμη πρόφαση, early promet (early prometaphase): 

πρώιμη προμετάφαση, late promet (early prometaphase): όψιμη προμετάφαση, early meta (metaphase): 

πρώιμη μετάφαση, late meta (metaphase): όψιμη μετάφαση, telo (telophase): τελόφαση, prometa 

(prometaphase): προμετάφαση. Εικόνα τροποποιημένη από Kurihara et al., 2011(144). 

 

Όμοια με τους ζωικούς οργανισμούς, η Haspin στα φυτά ρυθμίζει την προσέλκυση 

της κινάσης Aurora 3 (ομόλογη της Aurora B στα ζώα και τον άνθρωπο) στα 

κεντρομερίδια. Φαρμακολογική αναστολή της σε κύτταρα BY-2 οδήγησε σε προβλήματα 
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κατά την κυττοκίνηση, τα οποία δημιούργησαν διπύρηνα κύτταρα, με μερικώς 

σχηματισμένη μέση πλάκα και μεταβολές στην κατανομή των ινιδίων ακτίνης. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι η αναστολή της καταλυτικής δραστικότητας της Haspin στα φυτά, με τη 

χρήση του 5-ITU, προκαλεί ολοκληρωτική απώλεια της Aurora 3 από τα κεντρομερίδια(145). 

Αντίστοιχη αναστολή σε κύτταρα ποντικού προκαλεί μερική μόνο διασπορά της Aurora B 

στα σκέλη των χρωμοσωμάτων(12).  

 

1.8.9. H Haspin στα ωοκύτταρα 

Η Haspin στα ωοκύτταρα ελέγχει την επανεκκίνηση των μειωτικών διαιρέσεων, την ορθή 

μετάβαση από την πρώτη στη δεύτερη μειωτική διαίρεση και το σωστό εντοπισμό των 

Aurora C-CPC στο διαμήκη άξονα των αδελφών χρωματίδων (interchromatid axis, ICA). 

Στα μειωτικά κύτταρα, το CPC αποτελείται εκτός από τις Aurora B, INCENP, Borealin και 

Survivin και από την κινάση Aurora C. Η τελευταία ρυθμίζει τη λειτουργικότητα του CPC, 

την ευθυγράμμιση των χρωμοσωμάτων και την πρόσδεση των κινητοχώρων με τους 

μικροσωληνίσκους της ατράκτου κατά τη μετάφαση Ι. Eνεργοποιητικό σήμα για την 

απόθεση της H3T3ph που είναι υπεύθυνη για τη συμπύκνωση των μειωτικών 

χρωμοσωμάτων και τον ακριβή διαχωρισμό τους αποτελεί η CFP1-εξαρτώμενη H3K4me3. 

Η παρουσία της H3T3ph ανιχνεύτηκε από τη μετάφαση Ι έως την ανάφαση Ι και κατά 

τη μετάφαση ΙΙ, όπως και η Haspin (εικ. 32). Ειδικότερα, κατά την πρώτη μειωτική 

διαίρεση εντοπίστηκε στα κεντρομερίδια και στον διαμήκη άξονα μεταξύ των 

χρωμοσωμάτων. Η αναστολή της καταλυτικής της δραστικότητας, μέσω του 5-ITU, 

προκάλεσε προβλήματα στην πρόοδο της μειωτικής διαίρεσης και εκτοπισμό των Aurora 

C-CPC από τον ICA. Ακόμη, οδήγησε σε δομικές ανωμαλίες των χρωμοσωμάτων και των 

κέντρων οργάνωσης των μικροσωληνίσκων, μη κανονικό διαχωρισμό και ανευπλοειδία. 

Οι αλλαγές στο σχήμα και το μέγεθος των μειωτικών χρωμοσωμάτων συνοδευόταν από 

μείωση των επιπέδων της υπομονάδας smc2, του condensin complex, αλλά όχι των 

υπομονάδων της cohesin sgol2 και rec8(78, 146-150). 
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Εικόνα 32. Έκφραση και υποκυτταρικός εντοπισμός της H3T3ph (πράσινο) σε διάφορα στάδια της μειωτικής 

διαίρεσης των ωοκυττάρων. GV: Germinal Vesicle, GVBD: Germinal Vesicle Break Down, Pro-MI: 

Prometaphase I, MI: Metaphase I, early AI: early Anaphase I, late AI: late Anaphase I, TI: Telophase I, MII: 

Metaphase II. Εικόνα τροποποιημένη από Kang et al., 2015(147). 

 

1.9. Η σπερματογένεση στο ποντίκι είναι μια στενά ελεγχόμενη 

διαδικασία 

Η γαμετογένεση στο ποντίκι, όπως και στον άνθρωπο, ξεκινά κατά την εμβρυογένεση. Τα 

πρόδρομα γαμετικά κύτταρα (primordial germ cells, PGC’s) προέρχονται από ένα 

πληθυσμό πολυδύναμων κυττάρων της επιβλάστης και έχουν μεσοδερματική προέλευση. 

Μια ομάδα 20 τέτοιων κυττάρων πρωτοεμφανίζεται κατά την ημέρα 7.25 της 

εμβρυογένεσης, ενώ η επαγωγή της τύχης τους γίνεται πολύ νωρίτερα από ειδικά 

σηματοδοτικά μόρια εξωδερματικής προέλευσης (Prdm1 E3.5, Blimp1 E6.0). Τα μόρια 

αυτά περιορίζουν την έκφραση σωματικών γονιδίων και προετοιμάζουν την έκφραση των 

γαμετικών μέσω μεταγραφικής ρύθμισης (RNA polymerase II) και τροποποιήσεων 

μεθυλίωσης (H3K9me1/2, H3K27me3, 5’meC). Η παρουσία των παραγόντων BMP4 (bone 

morphogenetic protein 4) και ΒMP8b (bone morphogenetic protein 8b) οριστικοποιεί την 

τύχη των πρόδρομων γαμετικών κυττάρων (PGC specification) μέσω επαγωγής της 

έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων.  
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Κατά την ημέρα 8.5, ο ιδρυτικός πληθυσμός (PGC founder population) μεταναστεύει 

κατά μήκος του μεσεντέριου (midgut, Ε10.5), ενώ ταυτόχρονα διαφοροποιείται και 

εγκαθίσταται τελικά στις γεννητικές ακρολοφίες κατά την ημέρα 12.5. Η περίοδος αυτή 

χαρακτηρίζεται από διαγραφή της μεθυλίωσης και την εγκατάσταση αμφίσημων 

τροποποιήσεων στους υποκινητές ειδικών για τη σπερματογένεση γονιδίων 

(H3K4me3/H3K27me3). Μετά την εγκατάσταση στις γονάδες επάγεται η έκφραση 

ορισμένων τέτοιων γονιδίων (π.χ. DDX4, SYCP3, DAZL). Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

διαιρούντα μιτωτικά και διαφοροποιούνται σε γαμετικά βλαστικά κύτταρα (germline stem 

cells, GCS’s), μέσω ενεργοποίησης ειδικών σηματοδοτικών οδών (π.χ. FGF signaling, 

GDNF signaling, MEK/ERK and PI3K/Akt). Ορισμένα, θα παραμείνουν στην κατάσταση 

αυτή, ενώ άλλα θα εισέλθουν στην πρόφαση της μείωσης (Ε13.5). 

Η παραγωγή ρετινοϊκού οξέος από τους γειτονικούς μεσονεφρούς (mesonephroi) 

διεγείρει την έκφραση των γονιδίων STRA8 και DAZL στα σπερματογόνια, τα οποία θα 

διαφοροποιηθούν και θα ξεκινήσουν να διαιρούνται μειωτικά. Παράλληλα, 

πραγματοποιείται de novo μεθυλίωση, κατά τα πατρικά πρότυπα (paternal imprinting). Τα 

πρόδρομα γαμετοκύτταρα του όρχεως παύουν να διαιρούνται μιτωτικά από το σημείο 

αυτό έως τη γέννηση. Στην εικόνα 33 παρουσιάζονται τα βασικά σημεία της 

διαφοροποίησης των πρόδρομων γαμετικών κυττάρων, μαζί με τα επιγενετικά γεγονότα 

που τα χαρακτηρίζουν(151-156). 

 

 

Εικόνα 33. Η πορεία της πρώιμης γαμετογένεσης στο ποντίκι και τα βασικά επιγενετικά γεγονότα που τη 

χαρακτηρίζουν.Διακρίνεται η χρονολογική σειρά από την εμφάνιση των πρόδρομων γαμετικών κυττάρων στο 

έμβρυο (Ε6.0) έως την ενήλικη ζωή(154). 
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Ο έλεγχος της πορείας της σπερματογένεσης πραγματοποιείται με δυο τρόπους: τα 

ενδογενή και τα εξωγενή σήματα (εικ. 34). Τα ενδογενή σήματα ρυθμίζουν την εναλλαγή 

μεταξύ έκφρασης ειδικών για τη σπερματογένεση (γαμετικό πρόγραμμα) και μη (σωματικό 

πρόγραμμα) γονιδίων μέσω μεταγραφικού ελέγχου (γενικοί και ειδικοί μεταγραφικοί 

παράγοντες), μεταφραστικού ελέγχου (διάρκεια ζωής, εναλλακτική κατανομή και 

αποθήκευση mRNA) και εναλλακτικών μεταγράφων (διαφορετικές ισομορφές παράγονται 

είτε από διαφορετικές θέσεις έναρξης της μεταγραφής, είτε από εναλλακτικό μάτισμα). Στα 

εξωγενή σήματα συμπεριλαμβάνεται η ορμονική ρύθμιση από τα γειτονικά σωματικά 

κύτταρα (παραγωγή τεστοστερόνης από τα κύτταρα Leydig, υποδοχείς θυλακιοτρόπου 

ορμόνης FSH στα κύτταρα Sertoli), η ρύθμιση από εξωγενείς παράγοντες μέσω 

διαφορετικών υποδοχέων (π.χ. ρετινοϊκό οξύ) και τέλος η ρύθμιση μέσω αυξητικών 

παραγόντων (π.χ. ΕGF)(151).  

 

 

Εικόνα 34. Ο έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης κατά τη σπερματογένεση πραγματοποιείται σε μεταγραφικό, 

μεταφραστικό και μετά-μεταφραστικό επίπεδο. Το ενδογενές πρόγραμμα επηρεάζεται από εξωγενή σήματα 

που προέρχονται από το ενδοκρινικό σύστημα και τα γειτονικά σωματικά κύτταρα(151). 

 

1.9.1. Ο κύκλος του σπερματοφόρου επιθηλίου στο ποντίκι 

Το επιθήλιο του όρχεως στο ποντίκι περιλαμβάνει τα αρσενικά γαμετικά κύτταρα που 

διαφοροποιούνται σε ώριμο σπέρμα και τα σωματικά, τα οποία έχουν υποστηρικτικό ρόλο 

ως προς την παραπάνω διαδικασία. Τα αρσενικά γαμετικά κύτταρα διαχωρίζονται σε τρεις 
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τύπους. Ο πρώτος τύπος περιλαμβάνει τα σπερματογόνια που είναι βλαστικά κύτταρα και 

υφίστανται δέκα διαδοχικές μιτωτικές διαιρέσεις(157, 158). Η τελευταία από αυτές οδηγεί στην 

παραγωγή του δεύτερου τύπου αρσενικών γαμετοκυττάρων που είναι τα σπερματοκύτταρα. 

Τα κύτταρα αυτά διαφοροποιούνται σε απλοειδείς σπερματίδες μέσω δύο μειωτικών 

διαιρέσεων, οι οποίες αποτελούν τον τρίτο τύπο γαμετικών κυττάρων του επιθηλίου του 

όρχεως. Στη συνέχεια, οι απλοειδείς σπερματίδες, μέσω της σπερμιογένεσης, μετατρέπονται 

σε ώριμο σπέρμα. 

Το 1956, ο Oakberg(159) πρότεινε το διαχωρισμό του σπερματοφόρου επιθηλίου σε 

12 στάδια βασιζόμενος στα 12 από τα 16 στάδια της σπερμιογένεσης. Ταυτόχρονα, 

καθόρισε τη διάρκεια ενός κύκλου του επιθηλίου για το ποντίκι στις 8.63 ± 0.26 ημέρες 

(207 ± 6.2 ώρες)(160). Νωρίτερα το 1952, οι Leblond και Clermont(161) όρισαν ως «κύκλο 

του σπερματοφόρου επιθηλίου» ή απλά «κύκλο» τη σειρά των αλλαγών που συμβαίνουν 

σε μια δεδομένη περιοχή του επιθηλίου αυτού, μεταξύ δύο διαδοχικών εμφανίσεων των 

ίδιων κυτταρικών συσχετισμών. Οι κυτταρικοί συσχετισμοί στα 12 στάδια του κύκλου 

παρουσιάζονται στην εικόνα 35Α. Το 2009, οι Ahmed και de Rooij(162) συνόψισαν όλα τα 

κριτήρια καθορισμού των σταδίων του κύκλου σε ιδανικές και μη περιπτώσεις. 

Παράλληλα, διέκριναν τους τεχνικούς περιορισμούς που παρουσιάζουν οι τομές 

κρυοστάτη και έδωσαν ένα αδρό πλαίσιο για την κατάταξή τους. Η μορφολογία του 

πυρήνα στα σπερματογόνια και τα σπερματοκύτταρα κατά Ahmed και de Rooij 

παρουσιάζεται στην εικόνα 35Β. Αργότερα το 2013, οι Meistrich και Hess(163) παρουσίασαν 

μια σχηματική αναπαράσταση των 12 σταδίων του κύκλου, με τους κυτταρικούς τύπους 

που χαρακτηρίζουν το καθένα από αυτά (εικ. 36A). Ταυτόχρονα, ανέπτυξαν δυαδικό κλειδί 

αποφάσεων, βασιζόμενοι σε προηγούμενες μελέτες στον αρουραίο(164), με τη μορφή 

απλοποιημένων ερωτήσεων τύπου ναι ή όχι (εικ. 36B). Το σύστημα αυτό διευκολύνει το 

χρήστη στον καθορισμό του σταδίου, καθώς στηρίζεται σε βασικές μορφολογικές 

παρατηρήσεις. 

Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η πορεία της διαφοροποίησης είναι δυνατόν να 

επηρεαστεί από διάφορους παράγοντες, ενδογενείς (π.χ. ορμονική ανισορροπία) και 

εξωγενείς (π.χ. στρες χειρισμού ζώων εργαστηριακού σκοπού, θερμοκρασία 

περιβάλλοντος, διαθεσιμότητα τροφής/νερού κ.α.). Κατά συνέπεια, ο χρόνος μετάβασης 

από τον ένα κυτταρικό τύπο στον επόμενο μπορεί να επιμηκυνθεί ή να περιοριστεί 

ανάλογα. Επιπλέον, η μορφολογία των σπερματοφόρων σωληνάριων είναι συνεχόμενες 

χορδές εντός του ορχικού σάκου, κάτι το οποίο σημαίνει πως η μετάβαση από το ένα 

στάδιο στο δεύτερο δεν γίνεται με τη σειρά (πχ από το Ι στο ΙΙ κτλ). Για τους παραπάνω 

λόγους είναι πιθανό, εντός του ίδιου σπερματοφόρου σωληνάριου, να ταυτοποιηθούν δύο 

ή και περισσότερα στάδια του κύκλου.  
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Εικόνα 35. Η εναλλαγή των βασικών κυτταρικών τύπων του επιθηλίου του όρχεως. A. Αναπαράσταση των 

συσχετισμών μεταξύ των γαμετικών κυττάρων στα διάφορα στάδια. Συντομογραφίες: A type spermatogonia: 

σπερματογόνια τύπου Α, Intermediate: ενδιάμεσος τύπος σπερματογονίων, Β type spermatogonia, Β: 

σπερματογόνια τύπου Β, preLeptotene: προ-λεπτοταινία, Leptotene: λεπτοταινία, Zygotene: ζυγοταινία, 

Pachytene (Pa): παχυταινία, Diplotene: διπλοταινία, Meiosis: μειωτική διαίρεση I και II, early RS (early round 

spermatids): πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες βήματος 1 έως 7, late RS (late round spermaids): όψιμες 

στρογγυλές σπερματίδες βήματος 8, ES (elongating spermatids): επιμηκυνόμενες σπερματίδες βήματος 9 έως 

12, mES (mature elongated spermatids): ώριμες επιμήκεις σπερματίδες βήματος 13 έως 16. B. Μορφολογία 

του πυρήνα σε σπερματογόνια και σπερματοκύτταρα κατά Ahmed and de Rooij, 2009(162). Συντομογραφίες: A: 

σπερματογόνια τύπου Α, In: ενδιάμεσος τύπος σπερματογονίων, B: σπερματογόνια τύπου Β, pL: προ-

λεπτοταινία, L: λεπτοταινία, Z: ζυγοταινία, eP: πρώιμη παχυταινία, mP: ενδιάμεση παχυταινία, lP: όψιμη 

παχυταινία, Di: διπλοταινία.  
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Εικόνα 36. Κριτήρια καθορισμού των 12 σταδίων του κύκλου του σπερματοφόρου επιθηλίου. Α. Τα 12 στάδια 

του κύκλου του σπερματοφόρου επιθηλίου κατά Meistrich and Hess, 2013(155). Οι ρωμαϊκοί αριθμοί 

αναπαριστούν τα στάδια και οι αραβικοί τα βήματα της σπερμιογένεσης. Συντομογραφίες: Ser: κύτταρο 

Sertoli, D, Diakinesis: διακίνηση, Mei1–2: 1η και 2η μειωτική διαίρεση, SS: δευτερογενή σπερματοκύτταρα, S1–

8: σπερματίδες βήματος 1 έως 8, S9–11: σπερματίδες βήματος 9 έως 11, S16: σπερματίδες βήματος 16, 

κόκκινο βέλος: απελευθέρωση του ώριμου σπέρματος (spermiation). Β. Δυαδικό κλειδί αποφάσεων για την 

αναγνώριση των σταδίων στο επιθήλιο του όρχεως κατά Meistrich and Hess, 2013(163).  
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1.9.2. Οι μειωτικές διαιρέσεις των σπερματοκυττάρων 

Η μείωση είναι ένας ειδικός τύπος κυτταρικής διαίρεσης, από τον οποίο παράγονται 

απλοειδείς γαμέτες. Η δημιουργία των γαμετών προϋποθέτει τη συνεργασία ρυθμιστών 

του κυτταρικού κύκλου με εξειδικευμένες πρωτεΐνες. Λάθη και παραλείψεις σε 

οποιαδήποτε από αυτές τις συνιστώσες έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση γενετικών 

ανωμαλιών και αποβολών κατά την κύηση. Αξίζει να σημειωθεί ότι στον άνθρωπο 

περίπου το 10% όλων των συλλήψεων είναι ανευπλοειδείς. Ένας μεγάλος αριθμός αυτών 

οφείλεται σε λάθη διαχωρισμού των ομόλογων χρωμοσωμάτων κατά την πρώτη μειωτική 

διαίρεση(165, 166). 

Η τελευταία μιτωτική διαίρεση των σπερματογονίων τύπου Β οδηγεί στη δημιουργία 

προ-λεπτοταινικών σπερματοκυττάρων. Αυτά εισέρχονται στην τελευταία S φάση της 

σπερματογένεσης και διπλασιάζουν το γενετικό τους υλικό δημιουργώντας τετραπλοειδή 

κύτταρα. Στα θηλαστικά, η αντιγραφή του DNA για τη μείωση λαμβάνει χώρα εκτός της 

μειωτικής φάσης σε ποσοστό 98%, ενώ ένα ποσοστό της τάξης του 2% διπλασιάζεται 

κατά την πρώιμη παχυταινία, εντός της μειωτικής φάσης(151, 167).  

Η προστασία της συνοχής κατά τη μειωτική διαίρεση διαμεσολαβείται από μια ειδική 

για τη μείωση ισομορφή του συμπλόκου της cohesin (πίνακας 1).  

 

Πίνακας 1. Οι υπομονάδες του συμπλόκου της cohesin στα θηλαστικά για τη μιτωτική και τη μειωτική 

διαίρεση. Τροποποιημένο από Peters and Nishiyama, 2012(57). 

Είδος υπομονάδας Μίτωση Μείωση 

Structural Maintenance of Chromosomes Smc1, Smc3 Smc1b, Smc3 

Kleisin Scc1 Rec8,Rad21L 

Kleisin-associated SA1/STAG1 SA3/STAG3 

HEAT-repeat proteins SA2/STAG2  

Releasin Wapl, Pds5A, Pds5b  

Sororin Sororin  

Adherin/kollerin NIPBL/Scc2  

Cohesin loading MAU-2/Scc4  

Cohesin positioning CTCF BORIS/CTCFL 

Cohesin cleavage Separase  

Acetyltransferase Esco1, Esco2  

Deacetylase HDAC8  
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Βασική διαφορά με το αντίστοιχο μιτωτικό σύμπλοκο είναι ότι η μειωτική cohesin 

συμμετέχει στον ανασυνδυασμό μεταξύ των ομόλογων χρωμοσωμάτων. Επιπλέον, θα 

πρέπει να προστατευτεί κατά τη διάρκεια της πρώτης διαίρεσης, ώστε να είναι παρούσα 

και στη δεύτερη(168). Επιπρόσθετα, το σύμπλοκο της cohesin, με τη βοήθεια ορισμένων 

άλλων πρωτεϊνών (cohesin-like proteins, axial elements), συμμετέχει στη δημιουργία 

βρόχων της διπλασιασμένης χρωματίνης(169).  

 

1.9.3. Η πρόφαση της μείωσης Ι 

Η μειωτική πρόφαση αποτελείται από τέσσερις επιμέρους φάσεις: τη λεπτοταινία, τη 

ζυγοταινία, την παχυταινία και τη διπλοταινία. Αποτελεί το σημείο δημιουργίας φυσικών 

συνδέσεων μεταξύ των ζευγών των ομόλογων χρωμοσωμάτων. Οι συνδέσεις αυτές 

ονομάζονται χιάσματα (chiasmata) και ορίζονται ως το σημείο στο οποίο λαμβάνει χώρα ο 

μειωτικός ανασυνδυασμός. Τα χιάσματα συμβάλλουν επίσης στον ορθό προσανατολισμό 

των ομόλογων ζευγών κατά την πρώτη μειωτική διαίρεση. Δημιουργούνται μετά από 

θραύση της διπλής έλικας του DNA και διασταύρωση των αντίστοιχων τμημάτων των 

ομόλογων ζευγών(166). 

 

 

Εικόνα 37. Σχηματική αναπαράσταση του synaptonemal complex. Τα διπλασιασμένα ομόλογα χρωμοσώματα 

συνδέονται στα πλευρικά στοιχεία (LE’s) του συμπλέγματος που αποτελούνται από τις υπομονάδες Sycp 2 

και Sycp 3. Τα πλευρικά στοιχεία ενώνονται μεταξύ τους διαμέσου του κεντρικού στοιχείου (CE, Sycp1), με τη 

βοήθεια εγκάρσιων ινιδίων (transverse filaments). Στο σημείο αυτό λαμβάνει χώρα ο γενετικός 

ανασυνδυασμός. CR: central region. Για λόγους απλούστευσης απεικονίζεται η μία από τις δύο αδελφές 

χρωματίδες κάθε ομόλογου(172). 

 

Οι φυσικές συνδέσεις μεταξύ των ομόλογων ζευγών ενισχύονται και από τη 

δημιουργία μιας σταθερής πρωτεϊνικής δομής, ιδιαίτερα συντηρημένης από τις ζύμες έως 

τον άνθρωπο, που αποκαλείται synaptonemal complex(170, 171). Το σύμπλεγμα αυτό 



~ 53 ~ 

αποτελείται από 3 υπομονάδες (Sycp1-3) και διαχωρίζεται σε δυο πλευρικά στοιχεία 

(lateral elements, LE’s, Sycp 2-3) και ένα κεντρικό (central element, CE, Sycp 1). Όπως 

φαίνεται και στην εικόνα 37, τα διπλασιασμένα χρωμοσώματα συνδέονται σε ένα 

πλευρικό στοιχείο το καθένα. Αυτά ενώνονται μεταξύ τους μέσω του κεντρικού στοιχείου 

(central element, CE). Στο σημείο αυτό λαμβάνει χώρα και ο ανασυνδυασμός 

(recombination nodules, RN’s)(172). 

Το synaptonemal complex αρχίζει να σχηματίζεται κατά την είσοδο στη φάση της 

λεπτοταινίας. Στο σημείο αυτό εμφανίζονται μικρής έκτασης «νήματα» κατά μήκος των 

αδελφών χρωματίδων των ομόλογων χρωμοσωμάτων. Γύρω από αυτά, περιελίσσεται η 

χρωματίνη δημιουργώντας τους βρόχους. Τα «νήματα» ονομάζονται αξονικά στοιχεία 

(axial elements, AE’s) και αποτελούνται από τις πρωτεΐνες Sycp 2 και 3. Σε κύτταρα 

ζύμης, όπως και στο ποντίκι αλλά και στον άνθρωπο, τα στοιχεία του συμπλόκου της 

cohesin (Rec8, Smc1β, Smc3) παρέχουν τη βάση για τη δημιουργία των αξονικών 

στοιχείων, χωρίς ωστόσο οι δυο δομές να είναι συνδεδεμένες μεταξύ τους(173, 174). 

Στη φάση της ζυγοταινίας τα αξονικά στοιχεία καλύπτουν το σύνολο της επιμήκους 

έκτασης των χρωματίδων και από το σημείο αυτό και έπειτα αποκαλούνται πλευρικά 

στοιχεία. Η Sycp 3 τοποθετείται στο εξωτερικό του συμπλέγματος, προς την χρωματίνη, 

ενώ η Sycp 2 προς το κέντρο αλληλεπιδρώντας τόσο με την 1 όσο και με την 3(175). Η 

Sycp 1 δημιουργεί σύμπλοκα με πρωτεΐνες όπως οι Syce 1, Syce 2, Syce3 και η Tex12, 

σταθεροποιώντας τη δομή του κεντρικού στοιχείου και τη σύνδεση με τα εγκάρσια ινίδια. 

Ταυτόχρονα, ένα πλήθος άλλων πρωτεϊνών, όπως είναι οι Hormad 1, Hormad 2 και η 

Fkbp6, συμμετέχει στη διατήρηση και επιμήκυνση των κόμβων ανασυνδυασμού(176-179).  

Στη φάση της παχυταινίας, η σύναψη των ομόλογων χρωμοσωμάτων έχει 

ολοκληρωθεί και λαμβάνει χώρα ο ανασυνδυασμός τους, με την συμμετοχή πρωτεϊνών 

όπως η ΑΤR και η Rad51(180). Κατά τη διπλοταινία, ο ανασυνδυασμός ολοκληρώνεται και 

το κεντρικό στοιχείο αποδομείται. Η κινάση Plk1 φωσφορυλιώνει τις Sycp1 και Tex 12 

προκαλώντας την απομάκρυνσή τους από το κεντρικό στοιχείο, με αποτέλεσμα την 

αποδιάταξη του. Στην συνέχεια, η Sycp3 μετατοπίζεται στα κεντρομερίδια των ομόλογων 

χρωμοσωμάτων, όπου και παραμένει μέχρι τη δεύτερη μειωτική διαίρεση συμμετέχοντας 

στη ρύθμιση του προσανατολισμού των χρωμοσωμάτων(181- 183). Η υπομονάδα Rec8 του 

συμπλόκου της cohesin αφαιρείται από τους βραχίονες των ομόλογων χρωμοσωμάτων 

από τη separase. ενώ παράλληλα η topoisomerase IIα καταλύει την απεμπλοκή των 

χιασμάτων(184, 185).  

 

 



~ 54 ~ 

1.9.4. Το CPC συμμετέχει στη μειωτική διαίρεση Ι και ΙΙ των 

σπερματοκυττάρων 

Η INCENP (υπομονάδα τοποθέτησης του CPC) εντοπίζεται για πρώτη φορά στη μειωτική 

διαίρεση κατά τη φάση της ζυγοταινίας, στα σημεία σύνδεσης των πλευρικών στοιχείων 

του synaptonemal complex. Κατά την πρώιμη παχυταινία, μετακινείται στην περιοχή 

μεταξύ των LE’s (CR, εικόνα 37), ενώ κατά την όψιμη εντοπίζεται και στα συμπυκνωμένα 

χρωμοκέντρα(186). Αμέσως μετά την εγκατάστασή της στα σημεία αυτά, η Borealin 

λαμβάνει θέση στις ίδιες περιοχές (εικ. 38Α )(187). Η Survivin εκφράζεται κατά κύριο λόγο σε 

μειωτικά διαιρούμενα σπερματοκύτταρα(188). Πειράματα ανοσοαποτύπωσης κατά Northern 

και in situ υβριδισμού σε σπερματοκύτταρα αρουραίου έδειξαν ότι εντοπίζεται σε 

σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων ΧΙΙΙ έως Ι, στα οποία συμπεριλαμβάνεται η μειωτική 

φάση. Ειδικότερα, ανιχνεύθηκε σε σπερματοκύτταρα από τη φάση της παχυταινίας και 

μετά(189). 

Στη φάση της διπλοταινίας εμφανίζονται διαδοχικά οι Aurora C και Aurora B στα 

συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα, μετά την αποσυγκρότηση του synaptonemal complex. Από 

το σημείο αυτό και μετά, οι υπομονάδες του CPC εντοπίζονται στις ίδιες περιοχές με την 

Aurora B(186, 190).  

Η ενεργοποιημένη Aurora B καταλύει τη φωσφορυλίωση της H3S10 στα 

συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα κατά τη διακίνηση (diakinesis) και σηματοδοτεί τη 

συμπύκνωση των χρωμοσωμάτων. Στο σημείο αυτό, το CPC μετακινείται στα 

κεντρομερίδια όπου διευκολύνει τη συγκρότηση της μειωτικής ατράκτου. Με τον τρόπο 

αυτό, προσελκύονται διαδοχικά οι sgol2 και MCAK (inner kinetochores), όπως επίσης και 

οι BubR1 και CENPC (outer kinetochores)(191, 187) (εικ. 38Α).  

Η παρουσία της Aurora C στα σκέλη των χρωμοσωμάτων στη διακίνηση (diakinesis), 

ταυτόχρονα με τα κεντρομερίδια, υποδεικνύει την ενεργό συμμετοχή της στο διαχωρισμό 

των ομόλογων χρωμοσωμάτων (εικ. 38Β)(190). Την παραπάνω άποψη ενισχύει η 

παρατήρηση ότι ωοκύτταρα του νηματώδους C. elegans που δε διαθέτουν λειτουργικό 

γονίδιο της Aurora B, δεν απελευθερώνουν την Rec8, μετά την μείωση Ι(192). Η υπομονάδα 

αυτή του συμπλόκου της cohesin συμμετέχει στην προστασία της κεντρομεριδιακής 

συνοχής κατά την πρώτη μειωτική διαίρεση. Επιπλέον, ποντίκια που εκφράζουν μια 

ανενεργή μορφή της Aurora B έχουν μειωμένο αριθμό στρογγυλών και επιμηκυνόμενων 

απλοειδών σπερματίδων και επιδεικνύουν μερική παύση των μειωτικών διαιρέσεων 

(meiotic arrest). Επιπρόσθετα, Aurora C -/- ποντικοί έχουν μη φυσιολογική μορφολογία 

κεφαλής, με αποκομμένο ακρόσωμα και μη συμπυκνωμένα χρωμοσώματα(193).  
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Εικόνα 38. Απεικόνιση της χρονολογικής σειράς προσέλκυσης πρωτεϊνών των κεντρομεριδίων, των 

κινητοχώρων και του CPC κατά τη μειωτική διαίρεση. Α. Η διαδοχική συγκρότηση των κεντρομεριδίων και των 

κινητοχώρων (κόκκινο) κατά την πρόφαση Ι. Με πράσινο χρώμα απεικονίζονται τα LE’s και με μαύρο ο 

πυρηνικός φάκελος (187). Β. Η κατανομή της Aurora C (πράσινο) στη μειωτική διαίρεση. Τα κεντρομερίδια και οι 

κινητοχώροι σημειώνονται με κόκκινο χρώμα(190). 

 

Η διατήρηση της Rec8 ρυθμίζεται και από τη sgol2. Ποντίκια που δεν διαθέτουν 

λειτουργικό γονίδιο της πρωτεΐνης αυτής παράγουν ανευπλοειδείς γαμέτες και είναι στείρα 

λόγω πρώιμης απελευθέρωσης της Rec8 από τα κεντρομερίδια, κατά την ανάφαση Ι(185).  



~ 56 ~ 

Όμοια με τις μιτωτικές διαιρέσεις, στην μετάφαση Ι η Aurora B εντοπίζεται στο 

εσωτερικό των κεντρομεριδίων. Από την όψιμη ανάφαση Ι βρίσκεται στη ζώνη αποκοπής 

και κατά τη διακίνηση ΙΙ (interkinesis) στα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα. Το ίδιο συμβαίνει 

με την Aurora C και με την Borealin. Η διακίνηση ΙΙ είναι το σημείο ανάπαυλας μεταξύ των 

δύο μειωτικών διαιρέσεων. Το γενετικό υλικό δε διπλασιάζεται και οι πρωτεΐνες των 

κινητοχώρων (MCAK, sgol2, BubR1) απουσιάζουν από τους κινητοχώρους(186, 187). 

Αντίθετα με τη μείωση Ι και τη μίτωση, η H3S10ph απουσιάζει εξολοκλήρου από τη 

δεύτερη μειωτική διαίρεση(184). 

Η συγκρότηση της ατράκτου για το διαχωρισμό των αδελφών χρωματίδων (μείωση 

ΙΙ) συμβαίνει κατά την πρόφαση ΙΙ. Κατά την μετάφαση ΙΙ, οι υπομονάδες smc1b και smc3, 

του συμπλόκου της cohesin, εμφανίζονται στα κεντρομερίδια μαζί με τις Aurora B και 

Aurora C. Οι τελευταίες εντοπίζονται στο εσωτερικό των κεντρομεριδίων έως την πρώιμη 

ανάφαση ΙΙ. Από την όψιμη ανάφαση ΙΙ μετακινούνται στη ζώνη αποκοπής και τελικά στο 

μεσόσωμα (τελόφαση ΙΙ). Στις πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες (βήματα 1-7) που 

προκύπτουν μετά την ολοκλήρωση της μείωσης, οι ενζυμικές υπομονάδες του CPC 

εντοπίζονται στα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα(186, 187, 190, 194). 
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1.10 Σκοπός της διδακτορικής διατριβής 

Τα υπάρχοντα βιβλιογραφικά δεδομένα, σε συνδυασμό με τα πρώιμα πειραματικά 

αποτελέσματα της διατριβής αυτής, υπέδειξαν ότι η λειτουργία της υπό μελέτη κινάσης 

είναι επικουρική στη μίτωση των σωματικών κυττάρων. Συνεπώς, σκοπός της παρούσας 

διδακτορικής διατριβής ήταν : 

1) Η μελέτη του λειτουργικού ρόλου της μιτωτικής κινάσης Haspin στα εμβρυονικά 

βλαστικά κύτταρα και τους γαμέτες. 

2) Η ταυτοποίηση του προτύπου κατανομής της, μέσω της φωσφορυλίωσης που 

αυτή καταλύει (H3T3ph), με την προοπτική να εξεταστεί παράλληλα η ύπαρξη 

συνδυασμών μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3, 

όπως το μοτίβο PMM (H3T3phK4me3R8me2).  

3) Να εξεταστεί εάν οι τροποποιήσεις αυτές συμμετέχουν και πώς στην οργάνωση 

της χρωματίνης των απλοειδών σπερματίδων και στον έλεγχο της γονιδιακής τους 

έκφρασης.  

Για να απαντηθούν τα παραπάνω ερωτήματα χρησιμοποιήθηκαν οι εξής 

προσεγγίσεις:  

α) μελετήθηκαν τομές κρυοστάτη από όρχεις νεαρού και ενήλικου ποντικού με 

συνεστιακή μικροσκοπία,  

β) πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής για τον έλεγχο της 

ειδικότητας σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος και  

γ) εφαρμόστηκαν τεχνικές ανοσοκατακρήμνισης σε εκχυλίσματα ολικών ιστονών από 

ιστό όρχεως για τον εντοπισμό συνδυαστικών μοτίβων στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης 

Η3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

2. Υλικά και Μέθοδοι 
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2.1 Μορφολογικές μέθοδοι 

2.1.1. Έμμεσος ανοσοφθορισμός κυττάρων 

Τα εμβρυικά βλαστικά κύτταρα Ε14 και οι σειρές Haspin KO και ΟΕ κυττάρων 

διατηρήθηκαν σε θρεπτικό υλικό Glasgow Minimum Essential Medium (GMEM) σε 

τρυβλία επιστρωμένα με 0.1% gelatin (Gelatin from bovine skin). Το μέσο καλλιέργειας 

ήταν εμπλουτισμένο με 15% fetal bovine serum (FBS), 2mM penicillin/streptomycin, 2mM 

L-glutamine, 0.1mM non-essential aminoacids, 1mM sodium pyruvate, 0.1 mM β-

mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) και LIF. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν σε συνθήκες 

σταθερής θερμοκρασίας 370C και ατμόσφαιρας εμπλουτισμένης με 5% CO2. 

Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός κυττάρων Haspin KO και ΟΕ πραγματοποιήθηκε 

σύμφωνα με τα δημοσιευμένα πρωτόκολλα των Maison et al., 1993(195) και Meier and 

Georgatos, 1994(196). Πιο αναλυτικά, κύτταρα επιστρωμένα σε καλυπτρίδες 

καλλιεργήθηκαν μέχρι η πυκνότητά τους να φτάσει το 70-80%. Το θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας εκπλύθηκε και τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα 1% ή 4% 

φορμαλδεΰδης σε PBS (Phosphate Buffered Saline) για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 

δωματίου. Η χρήση του εκάστοτε διαλύματος μονιμοποίησης διέφερε κατά περίπτωση, 

ανάλογα με το πρωτογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε. Ακολούθως 

πραγματοποιήθηκαν πλύσεις με PBS και επώαση με διάλυμα κορεσμού (5mM glycine σε 

PBS) για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου με σκοπό την εξουδετέρωση του 

διαλύματος μονιμοποίησης. Μετά από έκπλυση του διαλύματος κορεσμού με PBS, τα 

κύτταρα επωάστηκαν με διάλυμα Α (150mM NaCl, 20mM, Tris HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 

0.5% fish skin gelatin, 0.2% Triton-X100 και 0.1mM EGTA) για 15 λεπτά, σε θερμοκρασία 

δωματίου. Ακολούθησε επώαση με το πρωτογενές αντίσωμα, αραιωμένο κατάλληλα σε 

διάλυμα Α, για 1 ώρα, σε θάλαμο υψηλής υγρασίας και θερμοκρασία δωματίου. Τα 

κύτταρα εκπλύθηκαν 3 φορές με διάλυμα Α, ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του 

αντισώματος και επωάστηκαν με δευτερογενές αντίσωμα, συζευγμένο με φθοριόχρωμα, 

για 45 λεπτά όπως παραπάνω. Κατόπιν αυτού, τα κύτταρα πλύθηκαν 3 φορές με διάλυμα 

Α, 1 φορά με PBS και ακολούθησε χρώση του DNA είτε με TO-PRO 3 (TO-PRO 3 iodide, 

Invitrogen, 6421661, τελικής συγκέντρωσης 0.2μΜ αραιωμένο σε PBS), είτε με ιωδιούχο 

προπίδιο (Propidium Iodide, Sigma Aldrich, P4170, τελικής συγκέντρωσης 2.5μg/ml). Για 

τη χρώση με PI προηγήθηκε επώαση με 1mg/ml RNase A σε PBS, για 40 λεπτά, σε 

θερμοκρασία 370C. Στο τέλος της διαδικασίας τα κύτταρα εκπλύθηκαν 5 φορές με PBS, οι 

καλυπτρίδες στεγνώθηκαν και αφού προστέθηκε φορέας προστασίας από 

αποχρωματισμό (Vectashield mounting medium for fluorescence, Vector Laboratories, H-

1000) τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες και στεγανοποιήθηκαν με βερνίκι. Τα 
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δείγματα φυλάχθηκαν στους 40C, στο σκοτάδι, μέχρι τη μελέτη τους σε συνεστιακό 

μικροσκόπιο Leica SP5 TCS II. Το είδος και η αραίωση των αντισωμάτων που 

χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται αναλυτικά στους πίνακες 4 και 5 στο τέλος του 

κεφαλαίου. 

 

2.1.2. Λήψη ιστών από ποντικούς CD-1 αγρίου τύπου 

Οι ποντικοί που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή (Αριθμός άδειας: 

EL33-BIOexp01/7491) στεγάζονται στο Εργαστήριο Ζώων Επιστημονικού Σκοπού 

(Εκτροφείο) του Τμήματος Ιατρικής, του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, με κωδικό 

εγκατάστασης EL33-BIObr01, EL33-BIOsup01 και EL33BIO-exp01. Τα ζώα στεγάζονται 

σε αεριζόμενους κλωβούς φύλαξης, εντός δωματίων του εκτροφείου, με κύκλο εναλλαγής 

φωτός/σκότους 12 ωρών, υγρασία 60% και θερμοκρασία φύλαξης 220C ± 10C. Πόσιμο 

νερό και τροφή παρέχονται σε απεριόριστη ποσότητα, όλο το 24ωρο. 

Η λήψη των ιστών πραγματοποιήθηκε μετά από θανάτωση των ζώων μέσω 

εξάρθρωσης του αυχένα από τη Δρ Σουψανά Αικατερίνη (κωδικός FELASA Modules A, B, 

C, D, 051/15_19_2018), σύμφωνα με το Π.Δ. 56/2013(197). Οι ιστοί ελήφθησαν άμεσα μετά 

την θανάτωση των ζώων και χρησιμοποιήθηκαν είτε για έμμεσους ανοσοφθορισμούς, είτε 

για παραγωγή εκχυλισμάτων ολικών ιστονών. 

 

2.1.3. Παρασκευή τομών κρυοστάτη 

Ιστοί που απομονώθηκαν από ποντικούς CD-1 αγρίου τύπου τοποθετήθηκαν σε μήτρα 

O.C.T. (Optimum Cutting Temperature compound) και πάγωσαν άμεσα με τη χρήση 

υγρού αζώτου. Λήφθηκαν τομές πάχους 2μm-5μm με τη χρήση κρυοστάτη, οι οποίες 

τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες superfrost και στεγνώθηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά. Οι τομές που προέκυψαν, όπως και το υπόλοιπο 

των ιστών φυλάχθηκαν στους -800C. 

 

2.1.4. Έμμεσος ανοσοφθορισμός τομών κρυοστάτη 

Οι τομές κρυοστάτη αφέθηκαν να ξεπαγώσουν και να στεγνώσουν σε θερμοκρασία 

δωματίου για 20 λεπτά. Ακολούθησε μονιμοποίηση σε διάλυμα 1% ή 4% φορμαλδεΰδης 

σε PBS για 5 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου (ανάλογα με το πρωτογενές αντίσωμα 

που χρησιμοποιήθηκε κάθε φορά). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε επώαση με διάλυμα 

5mM glycine για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου και επώαση με διάλυμα Α (150mM 

NaCl, 20mM, Tris HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 0.5% fish skin gelatin, 0.2% Triton-X100 και 
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0.1mM EGTA) για 30 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Η επώαση με το πρωτογενές 

αντίσωμα, αραιωμένο κατάλληλα σε διάλυμα Α, πραγματοποιήθηκε σε θάλαμο υψηλής 

υγρασίας. Ο χρόνος και η θερμοκρασία επώασης διέφεραν ανάλογα με το αντίσωμα και 

ήταν από 1 έως 3,5 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου έως 14-16 ώρες (overnight 

incubation) στους 40C. Η πορεία του έμμεσου ανοσοφθορισμού από το σημείο αυτό και 

έπειτα είναι όμοια με αυτή που ακολουθείται σε κύτταρα επιστρωμένα σε καλυπτρίδες και 

περιγράφεται στην ενότητα 2.1.1. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται 

στον πίνακα 4 στο τέλος του κεφαλαίου. 

 

2.1.5. Επισκόπηση σε συνεστιακό μικροσκόπιο 

Η μελέτη των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε σε συνεστιακό μικροσκόπιο Leica SP5 TCS 

II. Λήφθηκαν είτε μεμονωμένες εικόνες, είτε σειρά διαδοχικών εικόνων (z-stack πάχους 

0.3μm-0.4μm), οι οποίες επεξεργάστηκαν περαιτέρω με τα προγράμματα LAS X (Life 

Science Software Platform, Leica Microsystems), Fiji (Image J) και Adobe Photoshop 

(Adobe Systems Inc.). 

 

2.1.6. Ταυτοποίηση σταδίων ανάπτυξης σπερματοφόρων σωληναρίων σε 

όρχεις και ωοθήκες ποντικού από τομές κρυοστάτη 

Το στάδιο του κύκλου στα σπερματοφόρα σωληνάρια αρσενικού ποντικού ταυτοποιήθηκε 

σύμφωνα με δημοσιευμένες μελέτες σε τομές κρυοστάτη μετά από χρώση του DNA. Τα 

12 στάδια (I-XII) ενός κύκλου ανανέωσης των γαμετικών κυττάρων στο σπερματοφόρο 

επιθήλιο του όρχεως ταυτοποιήθηκαν κατά Oakberg E. F., 1956(159, 160). Τα 16 βήματα 

(steps 1-16) της διαφοροποίησης από στρογγυλές σε ώριμες απλοειδείς σπερματίδες 

καθώς επίσης και τα κριτήρια ταυτοποίησης των σταδίων σε κάθε περίπτωση 

ταυτοποιήθηκαν κατά Ahmed and de Roij, 2009(162). Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε δυαδικό 

κλειδί αποφάσεων κατά Meistrich and Hess, 2013(163) με βάση την παρουσία/απουσία 

κυτταρικών τύπων και τους μεταξύ τους συσχετισμούς εντός του επιθηλίου. O 

ημερολογιακός διαχωρισμός της διπλοειδούς (πρόδρομα γαμετικά κύτταρα και 

σπερματογόνια), της τετραπλοειδούς (σπερματοκύτταρα) και της απλοειδούς 

(σπερματίδες) φάσης κατά το πρώτο κύμα της σπερμιογένεσης έγινε σύμφωνα με την 

μελέτη των Bao and Bedford, το 2016(17). 

Η διαδοχή των σταδίων ανάπτυξης των θυλακίων και της αρτησίας αναγνωρίστηκε 

με βάση τα ιστολογικά χαρακτηριστικά ωοθηκικών τομών κρυοστάτη, μετά από χρώση 

του DNA.  
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2.2 Βιοχημικές μέθοδοι  

2.2.1. Απομόνωση πυρήνων από ιστό όρχεως ποντικού 

Η απομόνωση πυρήνων από ιστό όρχεως ενήλικου ποντικού πραγματοποιήθηκε 

σύμφωνα με τροποποιημένο από την ερευνητική μας ομάδα πρωτόκολλο. Οι ιστοί 

απομονώθηκαν από τα ζώα, όπως έχει περιγραφεί παραπάνω, ζυγίσθηκαν και 

αφαιρέθηκε η κάψα τους. Όλες οι επόμενες διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν στον πάγο, 

για την αποφυγή πρωτεόλυσης των δειγμάτων. Οι ιστοί ομογενοποιήθηκαν σε γυάλινο 

τρυβλίο petri, με τη χρήση νυστεριού και τοποθετήθηκαν σε μικρό ομογενοποιητή Dounce 

χωρητικότητας 3ml. Στη συνέχεια προστέθηκε παγωμένο διάλυμα Η (20mM Tris HCl, pH 

7.4, 150mM NaCl, 2mM MgCl2, 1mM PMSF) σε αναλογία 1ml/200mg ιστού. Το μίγμα 

ομογενοποιήθηκε μέσω μηχανικής πίεσης με 60 χτυπήματα και μεταφέρθηκε σε 

μεγαλύτερης διαμέτρου ομογενοποιητή Dounce (χωρητικότητας 15ml), όπου 

επαναλήφθηκε ο ίδιος αριθμός χτυπημάτων. Κατόπιν αυτού, προστέθηκαν στο μείγμα 

0.5% Triton X-100, 20mM β-glycerol phosphate, 50mM NaF και 50mM sodium 

orthovanadate και πραγματοποιήθηκε επώαση υπό ανάδευση για 15 λεπτά στον πάγο. 

Το μίγμα μεταφέρθηκε σε σωληνάρια eppendorf και φυγοκεντρήθηκε στα 3.000rpm 

(Eppendorf 5417R Refrigerated Centrifuge, F-45-30-11 Rotor), για 5 λεπτά, στους 40C. 

Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο που περιείχε το κυτταροπλασματικό 

κλάσμα αφαιρέθηκε και το ίζημα που περιείχε τους πυρήνες χρησιμοποιήθηκε απευθείας 

για την απομόνωση ολικών ιστονών. 

 

2.2.2. Απομόνωση ολικών ιστονών από ιστό όρχεως ποντικού 

Πυρήνες που απομονώθηκαν από ιστό όρχεως ενήλικου ποντικού υποβλήθηκαν σε 

εκχύλιση ολικών ιστονών με την χρήση οξέος, όπως περιγράφεται παρακάτω.  

 

2.2.2.1 Απομόνωση ολικών ιστονών από ιστό όρχεως ποντικού με χρήση 0.5Ν HCl 

Οι πυρήνες επωάστηκαν με διάλυμα 0.5Ν HCl και 10% C3H8O3, σε αναλογία 3 όγκοι 

διαλύματος : 1 όγκο ιζήματος (περίπου 200μl διαλύματος ανά 200mg ιστού). Το μίγμα 

αναμίχθηκε προσεκτικά μέχρι να διαλυθούν όλα τα στερεά στοιχεία, επωάστηκε για 30 

λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε στις 12.000rpm (Eppendorf 5417R Refrigerated 

Centrifuge, F-45-30-11 Rotor), για 5 λεπτά, στους 40C. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε 

καινούριο σωληνάριο eppendorf και χρησιμοποιήθηκε είτε για κατακρήμνιση με τη χρήση 

ακετόνης και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, είτε για ανοσοκατακρήμνιση με 

τη χρήση κατάλληλων αντισωμάτων. 
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Στην περίπτωση της διεξαγωγής πειραμάτων ανοσοκατακρήμνισης, το οξύ 

εξουδετερώθηκε με την προσθήκη 1Μ Tris base, έως ότου η τιμή του pH στο δείγμα να 

φτάσει το 7.5. Ακολούθησε αναπροσαρμογή της συγκέντρωσης του άλατος στα 300mM 

NaCl και ολονύχτια διαπίδυση σε 1L διαλύματος ανοσοκατακρήμνισης Α (50mM Tris HCl 

pH 7.4, 300mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM PMSF) στους 40C.  

 

2.2.3. Κατακρήμνιση ιστονών 

2.2.3.1. Κατακρήμνιση ιστονών με ακετόνη 

Οι ολικές ιστόνες που προέκυψαν από την παράγραφο 2.2.2.1 επωάστηκαν με 8 όγκους 

παγωμένης ακετόνης (περίπου 600μl ακετόνης ανά 200mg ιστού) ολονύχτια στους -200C. 

Στη συνέχεια, το μίγμα φυγοκεντρήθηκε στις 15.000rpm (Eppendorf 5417R Refrigerated 

Centrifuge, F-45-30-11 Rotor), για 5 λεπτά, στους 40C. Το ίζημα που προέκυψε αφέθηκε 

να στεγνώσει σε θερμοκρασία δωματίου και επαναιωρήθηκε σε διάλυμα PEB (30-50μl 

ανά 200mg ιστού), το οποίο περιείχε 300mM NaCl, 40mM Tris HCl pH 7.6, 2mM EDTA, 

0.1mM DTT, 1mM PMSF και αναστολείς πρωτεασών (Protease Inhibitor Cocktail Set III, 

Calbiochem 539134, αραίωση 1:500). Εναλλακτικά αποθηκεύτηκε χωρίς επαναιώρηση 

στους -200C βραχυχρόνια ή στους -800C μακροχρόνια. 

 

2.2.3.2. Κατακρήμνιση ιστονών με τριχλωροξικό οξύ (ΤCA, C2HCl3O2) 

Στις ολικές ιστόνες που προέκυψαν από την παράγραφο 2.2.2.2. προστέθηκε στάγδην 

τριχλωροξικό οξύ σε τελική συγκέντρωση 33%. Το μίγμα αναμίχθηκε και επωάστηκε για 

χρονικό διάστημα από 30 λεπτά έως ολονύχτια, στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε στα 

16.000g, για 10 λεπτά, στους 40C. Το ίζημα πλύθηκε 2 φορές με παγωμένη ακετόνη 

χωρίς να επαναιωρηθεί. Φυγοκεντρήθηκε σε συνθήκες όμοιες με παραπάνω και αφέθηκε 

να στεγνώσει για 20 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. Επαναιωρήθηκε σε διάλυμα PEB 

(30-50μl ανά 200mg ιστού): 300mM NaCl, 40mM Tris HCl pH 7.6, 2mM EDTA, 0,1mM 

DTT, 1mM PMSF και αναστολείς πρωτεασών (Protease Inhibitor Cocktail Set III, 

Calbiochem 539134, αραίωση 1:500) και φυλάχθηκε στους -200C. 

 

2.2.4. Ανοσοκατακρήμνιση ιστονών από ιστό όρχεως ποντικού με σφαιρίδια 

σεφαρόζης-πρωτεΐνης G 

Το εκχύλισμα των ολικών ιστονών, μετά την ολονύκτια διαπίδυση σε διάλυμα 

ανοσοκατακρήμνισης Α φυγοκεντρήθηκε στις 15.000rpm (Eppendorf 5417R Refrigerated 

Centrifuge, F-45-30-11 Rotor), για 5 λεπτά, στους 40C. Στο υπερκείμενο προστέθηκε 
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0.01% Tween 20 και 0.5% BSA (Bovine Serum Albumin) και φυγοκεντρήθηκε ξανά, στις 

ίδιες συνθήκες. Το δείγμα που προέκυψε διαχωρίστηκε ισόποσα σε σωληνάρια eppendorf 

στα οποία προστέθηκαν τα κατάλληλα αντισώματα. Η επώαση για την πρόσδεση των 

αντισωμάτων πραγματοποιήθηκε υπό ανάδευση για 3 ώρες, στους 40C. 

Παράλληλα με την παραπάνω διαδικασία, 10μl σφαιριδίων σεφαρόζης-πρωτεΐνης G 

(Protein G Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare, 17-0618-01) ανά δείγμα εκπλύθηκαν 5 

φορές με PBS και εξισορροπήθηκαν σε 2 όγκους διαλύματος ανοσοκατακρήμνισης Α, το 

οποίο περιείχε 150mM NaCl, 0.01% Tween 20 και 0.5% BSA. Η εξισορρόπηση των 

σφαιριδίων πραγματοποιήθηκε υπό ανάδευση για 2 ώρες, στους 40C. 

Τόσο τα δείγματα όσο και τα σφαιρίδια σεφαρόζης-πρωτεΐνης G μετά το τέλος των 

επωάσεων κατακρημνίστηκαν. Ακολούθως έγινε συνεπώαση των δειγμάτων με τα 

σφαιρίδια σεφαρόζης-πρωτεΐνης G υπό ανάδευση για 1 ώρα στους 40C.  

Τα σφαιρίδια κατακρημνίστηκαν μέσω φυγοκέντρησης, εκπλύθηκαν 3 φορές με 

διάλυμα προσαρμοσμένης αλατότητας Β (50mM Tris HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.5% 

Triton X-100, 1mM PMSF, αναστολείς των πρωτεασών (Protease Inhibitor Cocktail Set III, 

Calbiochem 539134, αραίωση 1:500), 20mM β-glycerol phosphate, 50mM NaF και 50mM 

sodium orthovanadate) και 3 επιπλέον φορές με διάλυμα προσαρμοσμένης αλατότητας Γ 

(50mM Tris HCl pH 7.4, 300mM NaCl, 1mM PMSF, Protease Inhibitor Cocktail Set III, 

Calbiochem 539134, αραίωση 1:500, 20mM β-glycerol phosphate, 50mM NaF και 50mM 

sodium orthovanadate). Στο τέλος προστέθηκε Laemmli για ανάλυση σε πηκτή 

πολυακριλαμιδίου. Οι μάρτυρες που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον πίνακα που 

ακολουθεί (Πίνακας 2). 

 

Πίνακας 2. Μάρτυρες που χρησιμοποιήθηκαν κατά την ανοσοκατακρήμνιση ιστονών με σφαιρίδια 

σεφαρόζης-πρωτεΐνης G. 

Όνομα Μάρτυρας 

aP34 pre-immune serum αρνητικός 

aP3 H3T3phK4R8 

aPMM H3T3phK4me3R8me2 

aM4M8 H3T3K4me3R8me2 
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2.3. Δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής 

Η ειδικότητα σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος, κατά την ταυτοποίηση των προτύπων 

κατανομής των τροποποιήσεων της ιστόνης Η3 σε όρχεις και ωοθήκες ποντικού, 

ελέγχθηκε με δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής (competition assays). Κατά τις 

δοκιμασίες αυτές έγινε χρήση αντιγονικών πεπτιδίων, έναντι των οποίων έχουν 

παρασκευασθεί τα εκάστοτε αντισώματα, όπως επίσης και πεπτιδίου ελέγχου. Οι 

πειραματικοί χειρισμοί πραγματοποιήθηκαν σε ένα εύρος συγκεντρώσεων τόσο στο 

επίπεδο των πεπτιδίων, όσο και στο επίπεδο μονιμοποίησης του ιστού.  

Αναλυτικότερα, κατά την διενέργεια έμμεσου ανοσοφθορισμού τομών κρυοστάτη 

(βλέπε παράγραφο 2.1.4.), το πρωτογενές αντίσωμα προ-επωάστηκε με τροποποιημένο 

ή μη πεπτίδιο που αντιστοιχεί στα 20 πρώτα αμινοξέα της ιστόνης Η3, σε συγκέντρωση 

0,5μΜ, 1μΜ και 2μΜ. Η προ-επώαση διήρκεσε 15 λεπτά, σε θερμοκρασία δωματίου. 

Κατόπιν το μίγμα της αντίδρασης τοποθετήθηκε στις αντικειμενοφόρους πλάκες και ο 

έμμεσος ανοσοφθορισμός συνεχίστηκε όπως έχει περιγραφεί.  

Τα πεπτίδια συντέθηκαν και καθαρίστηκαν με υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης 

(High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) από το Rockefeller University Proteomics 

Resource Center. Οι αλληλουχίες των πεπτιδίων και οι συγκεντρώσεις που 

χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον πίνακα 3.  

 

Πίνακας 3. Αλληλουχίες και συγκεντρώσεις πεπτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν για τις δοκιμασίες 

ανταγωνιστικής αναστολής. 

Όνομα Αλληλουχία Συγκέντρωση 

H3Τ3K4R8 ARTKQTARKSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3phK4R8 ART(ph)KQTARKSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3K4me3R8 ARTK(me3)QTARKSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3K4R8me2 ARTKQTAR(asym-me2)KSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3phK4me3R8 ART(ph)KQTAR(asym-me2)KSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3phK4R8me2 ART(ph)K(me3)QTARKSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3K4me3R8me2 ARTK(me3)QTAR(asym-me2)KSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 

H3T3phK4me3R8me2 ART(ph)K(me3)QTAR(asym-me2)KSTGGKAPRKQC 0,5μΜ, 1μΜ, 2μΜ 
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2.4 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου. 

Η ανάλυση των ιστονών έγινε σε πηκτή πολυακριλαμιδίου, υπό αναγωγικές συνθήκες 

(SDS-PAGE) κατά την μέθοδο του Laemmli, 1970 (198). Πριν την έναρξη της 

ηλεκτροφόρησης προστέθηκε στα δείγματα Laemmli (20mM Tris-HCl pH 7.0, 9.2% SDS 

(sodium dodecyl sulfate), 40% C3H8O3, 0.2% w/v bromophenol blue και 100mM DTT). Τα 

δείγματα θερμάνθηκαν στους 950C για 5 λεπτά και φυλάχθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου 

μέχρι τη χρήση τους.  

Χρησιμοποιήθηκε πηκτή συγκέντρωσης πολυακρυλαμιδίου 15%, στην οποία 

φορτώθηκαν μάρτυρες γνωστού μοριακού βάρους. Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε διάλυμα 

που περιείχε 192mM glycine, 25mM Tris base και 0.1% SDS στα 180V.. 

 

2.4.1. Χρώση πηκτών πολυακρυλαμιδίου 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, οι πηκτές μονιμοποιήθηκαν και χρώσθηκαν 

ταυτόχρονα σε διάλυμα 50% methanol, 12% acetic acid και 0.1% w/v Coomassie Blue. Η 

περίσσεια της χρωστικής απομακρύνθηκε και οι ζώνες έγιναν ορατές με επώαση σε 

διάλυμα 10-40% methanol και 10% acetic acid.  

 

2.5. Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Η ανοσοαποτύπωση κατά Western έγινε σύμφωνα με τα καθιερωμένα πρωτόκολλα. Οι 

ιστόνες αναλύθηκαν αρχικά με SDS-PAGE (βλέπε παράγραφο 2.3.2.). Ακολούθησε η 

μεταφορά των δειγμάτων από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Protran 0.45μm, GE Healthcare Amersham) σε συνθήκες 45V, 500mA για 90 λεπτά. Η 

μεταφορά επιβεβαιώθηκε με χρώση των πηκτών πολυακριλαμιδίου με Coomassie Blue. 

Κατόπιν οι μεμβράνες νιτροκυτταρίνης εκπλύθηκαν με διάλυμα πλύσης που περιείχε 0.1% 

Tween-20 αραιωμένου σε PBS για 15 λεπτά υπό ανάδευση. Στην συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε επώαση για τη δέσμευση των μη ειδικών θέσεων με διάλυμα Δ που 

περιείχε 10% BSA και 0.1% Tween-20 σε PBS για 3,5 ώρες υπό ανάδευση σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε ολονύχτια επώαση στους 40C, υπό ανάδευση, με το 

πρωτογενές αντίσωμα αραιωμένο σε διάλυμα Δ. Η περίσσεια του αντισώματος 

απομακρύνθηκε από τις μεμβράνες με 2 πλύσεις των 10 λεπτών σε διάλυμα πλύσης που 

περιείχε 0.1% fish skin gelatin (FSG) και 2 πλύσεις των 10 λεπτών σε διάλυμα πλύσης 

χωρίς FSG. Το δευτερογενές αντίσωμα αραιώθηκε όπως και το πρώτο και προστέθηκε 

στις μεμβράνες νιτροκυτταρίνης και επωάστηκε για 90 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
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υπό ανάδευση. Κατά το τελευταίο στάδιο της διαδικασίας έγιναν 3 πλύσεις των 5 λεπτών 

με διάλυμα πλύσης που περιείχε 0.1% FSG και 3 πλύσεις των 5 λεπτών σε διάλυμα 

πλύσης χωρίς FSG. Η ανίχνευση του σήματος πραγματοποιήθηκε μέσω 

χημειοφωταυγείας, με την προσθήκη ECL (Western Blotting Substrate, Pierce), σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 

2.6. Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική 

διατριβή 

Πίνακας 4. Πρωτογενή Αντισώματα 

Αντίσωμα Προέλευση Αραίωση Μονιμοποίηση Κωδικός  

aP3 
Εργαστήριο Σ. 

Γεωργάτου (93) 
1: 700 4% FA - 

aPMM 
Εργαστήριο Σ. 

Γεωργάτου (94) 
1: 600 4% FA - 

aΜ4Μ8 
Εργαστήριο Σ. 

Γεωργάτου (94) 
1:50 4% FA - 

aDazl 
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 
1:50 1% FA, 4% FA SC-390929 

aDazl EMD Millipore 1:100 1% FA, 4% FA ABD 31 

aScml2 
Δωρεά Dr S. 

Namekawa (199) 
1:1500 4% FA - 

aγH2AxS139ph EMD Millipore 1:1500 4% FA 05-636-I 

aH3K9me3 Novus Biologicals 1:800 4% FA NBP1-30141 

aH3S10ph Abcam 1:2000 4% FA ab14955 

aH3K27me3 Upstate 1:200 1% FA 07-449 

ACA Δωρεά Α. Τζιούφα 1:300 1% FA - 

aHP1α EMD Millipore 1:800 4% FA MAB 3584 
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Πίνακας 5. Δευτερογενή Αντισώματα 

Αντίσωμα Προέλευση Αραίωση Μονιμοποίηση Κωδικός  

Goat anti-Human IgG 

(H+L), Alexa Fluor 568 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA A 21090 

Goat anti-Mouse IgG 

(H+L), Alexa Fluor 568 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA A 11004 

Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L), Alexa Fluor 568 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA 11011 

Donkey anti-Mouse IgG 

(H+L), Alexa Fluor 488 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA A 21202 

Goat anti-Mouse IgG 

(H+L), Alexa Fluor 647 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA A 21235 

Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L), Alexa Fluor 488 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA A 11008 

Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L), Alexa Fluor 488 
Invitrogen 1:400 1% FA, 4% FA 11008 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 

Secondary Antibody, HRP 
Invitrogen 1:1000  65-6120 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

3. Αποτελέσματα 
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3.1 Ανάλυση μεταγραφώματος βλαστικών κυττάρων ποντικού, στα 

οποία έχει υπερεκφραστεί ή απαλειφθεί το γονίδιο της Haspin 

Μέλη του εργαστηρίου κατασκεύασαν σταθερές σειρές εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων 

ποντικού, οι οποίες είτε υπερεκφράζουν, είτε δε διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο της Haspin 

(εικ. 39Α). Από αυτές, επιλέχθηκαν δυο κλώνοι για κάθε περίπτωση (Haspin KO, Haspin 

OE), από τους οποίους απομονώθηκε ολικό RNA και υποβλήθηκε σε Αλληλούχιση Νέας 

Γενιάς (Next Generation Sequencing). Τα αποτελέσματα έδειξαν μια πληθώρα γονιδίων 

να μεταβάλλουν την έκφρασή τους με στατιστικά σημαντικό τρόπο (εικ.39Β). Ως όριο για 

τις μετέπειτα αναλύσεις τέθηκε η μεταβολή αυτή να είναι τουλάχιστον 2 φορές (Fold 

Change, │log2│≥2).  

 

 

Εικόνα 39. Πειράματα αλληλούχισης RNA νέας γενεάς (NGS RNA-sequencing) σε κύτταρα που 

υπερεκφράζουν (ΟΕ) ή δε διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο της Haspin (KO). A. Το πρότυπο κατανομής της 

Η3Τ3ph σε κύτταρα Haspin ΚΟ και ΟΕ (212, 218) και σε κύτταρα ελέγχου (ctrl) (Η κατασκευή των σταθερών 

σειρών ΟΕ και ΚΟ πραγματοποιήθηκε από τη Δρ. Χριστογιάννη Νατάσα και από τις Δρ. Σουψανά Κατερίνα και 

Δρ. Καράνικα Ελευθερία, αντίστοιχα) . Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 5μm. Β. 

Διαγράμματα Venn που απεικονίζουν τα γονίδια που επηρεάζονται σε κάθε κλώνο σε σύγκριση με τα κύτταρα 

ελέγχου (Τα πειράματα NGS, η ανάλυση και η οπτικοποίησή τους πραγματοποιήθηκε από τη Δρ. Σουψανά 

Κατερίνα).  

 

Αρχικά, δημιουργήθηκε το ερώτημα αν τα γονίδια είναι τυχαία κατανεμημένα στα 

χρωμοσώματα και για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε στατιστική ανάλυση με τη χρήση 

του Fisher Exact Test. Όπως φαίνεται στην εικόνα 40, στα κύτταρα που υπερεκφράζουν 

την Haspin αρκετά γονίδια δεν κατανέμονται με τυχαίο τρόπο. Αυτό που είναι κοινό όμως 

και στις δυο περιπτώσεις είναι τα φυλετικά Χ και Υ χρωμοσώματα. Οι παρατηρήσεις αυτές 
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είναι αρκετά σημαντικές, καθώς στο Υ χρωμόσωμα υπάρχουν γενετικοί τόποι που 

σχετίζονται με την αζωοσπερμία (π.χ. AZFa locus) και με μια ειδική για τον όρχι μορφή 

καρκίνου (γοναδοβλάστωμα, GBY locus). 

 

 

Εικόνα 40. Τα γονίδια, των οποίων η έκφραση επηρεάζεται στα Haspin KO και ΟΕ κύτταρα, κατανέμονται με 

μη τυχαίο τρόπο στα χρωμοσώματα. Ο συσχετισμός των κοινών γονιδίων μεταξύ των δυο κλώνων σε κάθε 

περίπτωση (ΚΟ1-ΚΟ2, ΟΕ1-ΟΕ2) με το συνολικό αριθμό γονιδίων ανά χρωμόσωμα διερευνήθηκε με Fisher 

Exact Test. 

 

Η ανάλυση γονιδιακής οντολογίας (Gene Ontology Analysis) που πραγματοποιήθηκε 

έδειξε ότι υπάρχει  στατιστικά σημαντικός εμπλουτισμός σε κατηγορίες γονιδίων που 

σχετίζονται με τη σπερματογένεση, τη μειωτική διαίρεση και την ανάπτυξη του σπέρματος 

τόσο στα Haspin ΚΟ, όσο και στα Haspin ΟΕ κύτταρα (εικ.41).  

 

 

Εικόνα 41. Η ανάλυση γονιδιακής οντολογίας σε κύτταρα που υπερεκφράζουν (πράσινο) ή δεν διαθέτουν 

λειτουργικό γονίδιο (μωβ) της Haspin έδειξε στατιστικά σημαντικό εμπλουτισμό σε κατηγορίες γονιδίων που 

σχετίζονται με τη σπερματογένεση και τη λειτουργία του όρχεως. 

 

Στη συνέχεια, ελέγχθηκε η ύπαρξη κοινών γονιδίων μεταξύ των ΚΟ και ΟΕ κυττάρων 

και βρέθηκαν 40 τέτοια γονίδια. Στο Heat Map της εικόνας 42 παρουσιάζονται τα γονίδια 

αυτά και ο τρόπος που μεταβάλλουν την έκφραση τους σε σχέση με τα κύτταρα ελέγχου. 

Σε συμφωνία με τις προηγούμενες αναλύσεις, 17 από τα 40 κοινά γονίδια σχετίζονται με 

τη σπερματογένεση και τη λειτουργία του όρχεως (κόκκινο χρώμα). Σε επιλεγμένα γονίδια 

η μεταβολή της έκφρασής τους επιβεβαιώθηκε με real time qPCR(212). 
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Εικόνα 42. Η υπερέκφραση και η απαλοιφή του γονιδίου της Haspin σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα 

ποντικού Ε14 απορυθμίζει την έκφραση ειδικών για τη σπερματογένεση γονιδίων. Πειράματα αλληλούχισης 

RNA νέας γενεάς (NGS RNA-sequencing). A. Διάγραμμα Venn που απεικονίζει τα κοινά μεταβαλλόμενα 

γονίδια ανάμεσα στους ΟΕ και ΚΟ κλώνους. Β. Heat Map που αποτυπώνει  τις μεταβολές στα επίπεδα 

έκφρασης (log2 scale) των κοινών γονιδίων. Με κόκκινο χρώμα επισημαίνονται τα γονίδια που σχετίζονται με 

τη σπερματογένεση(212, 218).  

 

Τα παραπάνω πειραματικά αποτελέσματα, σε συνδυασμό με τα βιβλιογραφικά 

δεδομένα που προαναφέρθηκαν, δημιούργησαν την αναγκαιότητα της διερεύνησης του 

λειτουργικού ρόλου της Haspin στη σπερματογένεση. Συνεπώς, μελετήθηκε τόσο το 

πρώτο κύμα της σπερματογένεσης, όσο και η ενήλικη σταθερή κατάσταση. Με στόχο την 

απλούστευση της διαδικασίας αναγνώρισης των κυττάρων του επιθηλίου σε κάθε στάδιο, 

όπως αυτή περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.9, στις ενότητες που ακολουθούν παρουσιάζεται 

μια συνοπτική περιγραφή του κάθε σταδίου για τις τομές κρυοστάτη. 
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3.2. Ταυτοποίηση των σταδίων του σπερματοφόρου επιθηλίου στο 

ποντίκι 

3.2.1. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων I-IV 

Στα σπερματοφόρα σωληνάρια αυτών των σταδίων το επιθήλιο καταλαμβάνει 

περιορισμένη έκταση, με τον αυλό να είναι εμφανώς μεγαλύτερος (π.χ. Εικ. 36Α IV).  

 

 

Εικόνα 43. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων I–IV στον όρχι ενήλικου ποντικού. Μεγέθυνση: Οι 

σημαντικότεροι τύποι κυττάρων που συναντώνται. H χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Διακρίνονται 2 γενιές απλοειδών σπερματίδων, οι πρώιμες στρογγυλές και οι ώριμες 

επιμήκεις σπερματίδες. Οι πρώτες διαθέτουν ένα μεγάλο ποσοστό ευχρωματίνης (εικ. 43, 

στο κέντρο και επάνω), ενώ οι τελευταίες (εικ. 43, στο κέντρο) δημιουργούν ομάδες υπό 

την μορφή πυραμίδας στο εσωτερικό του επιθηλίου, χωρίς να περιβάλλουν πλήρως τον 

αυλό (εικ. 43, άκρα δεξιά και αριστερά). Τα παχυταινικά σπερματοκύτταρα είναι μικρά σε 

μέγεθος (εικ. 38, μέση και κάτω) και βρίσκονται ακόμα κοντά στην βασική μεμβράνη. Το 

σωμάτιο ΧΥ (sex body, XY body) σε αυτά τα κύτταρα γίνεται εμφανές στα στάδια III-IV, 

καθώς μεταναστεύουν προς την μέση του επιθηλίου.  
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3.2.2. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων V-VIII (1ο μισό) 

Το επιθήλιο στα στάδια V-VIII παρουσιάζει το μέγιστο μήκος του, ενώ το μέγεθος του 

αυλού περιορίζεται σημαντικά. Τα σπερματογόνια τύπου Β που βρίσκονται κοντά στη 

βασική μεμβράνη έχουν μεγάλο μέγεθος, καθώς διαιρούνται μιτωτικά και μετατρέπονται 

σε προ-λεπτοταινίες, ενώ τα παχυταινικά σπερματοκύτταρα συνεχίζουν να βρίσκονται στο 

μέσο του επιθηλίου.  

 

 

Εικόνα 44. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων V–VIII (1ο μισό) σε τομές κρυοστάτη από όρχι ενήλικου 

ποντικού. Μεγέθυνση: Οι σημαντικότεροι τύποι κυττάρων που απαντώνται. Η χρώση του DNA έγινε με TO-

PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Οι πρώιμες σπερματίδες έχουν τυπικό στρογγυλό σχήμα και οι ευχρωματινικές τους 

περιοχές έχουν περιοριστεί. Οι ώριμες επιμήκεις σπερματίδες σταδιακά προεκβάλλουν 

προς τον αυλό και τον περιβάλλουν πλήρως. Κατά το δεύτερο μισό του σταδίου VIII, η 

διαδικασία της σπερμιογένεσης ολοκληρώνεται και το ώριμο σπέρμα απελευθερώνεται 

στον αυλό του σωληναρίου (spermiation) (εικ. 44). 
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3.2.3. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων VIII (2ο μισό)-X 

Τα στάδια αυτά χαρακτηρίζονται από την παρουσία μιας γενιάς απλοειδών σπερματίδων 

(όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες σπερματίδες, εικ. 45). Αντίθετα, από το δεύτερο 

μισό του σταδίου VIII μέχρι και το στάδιο XII παρατηρούνται δυο γενιές προφασικών 

σπερματοκυττάρων. Οι λεπτοταινίες που αργότερα θα μετατραπούν σε ζυγοταινίες και 

πρώιμες παχυταινίες και οι όψιμες παχυταινίες, οι οποίες προέρχονται από τη μιτωτική 

διαίρεση της προηγούμενης γενιάς σπερματογονίων  

 

 

Εικόνα 45. Τομές κρυοστάτη που απεικονίζουν σπερματοφόρα σωληνάρια από το 2ο μισό του σταδίου VIII 

έως το στάδιο X. Μεγέθυνση: Οι σημαντικότεροι τύποι κυττάρων που συναντώνται. Η χρώση του DNA έγινε με 

TO-PRO 3. Συντομεύσεις: Bv (blood vessel): αιμοφόρο αγγείο, late Round Spermatids (late RS), πράσινο 

βέλος: όψιμες στρογγυλές σπερματίδες βήματος 8, Elongating Spermatids (ES), μπλε βέλος: επιμηκυνόμενες 

σπερματίδες βήματος 9-10, spermatogonia A type: σπερματογόνια Α τύπου, meiotic leptotene: μειωτικά 

σπερματοκύτταρα στην φάση της λεπτοταινίας. Scale bars 20μm. 

 

Το εύρος του επιθηλίου αρχικά είναι περιορισμένο (εικ. 45, κάτω σειρά), καθώς η 

πλειοψηφία των κυττάρων είναι οι όψιμες στρογγυλές σπερματίδες που προήλθαν από 

την ωρίμανση των πρώιμων σπερματίδων των σταδίων V-VIII. Αργότερα, τα κύτταρα 

καταλαμβάνουν ολόκληρο το εύρος του σωληναρίου, καθώς οι όψιμες στρογγυλές 

σπερματίδες ωριμάζουν σε επιμηκυνόμενες, με τη διαδικασία της σπερμιογένεσης.  
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Κατά τα στάδια ΙΧ (δεύτερο μισό) και Χ η επικρατέστερη μορφή κυττάρων στο 

επιθήλιο είναι οι επιμηκυνόμενες σπερματίδες. Το σχήμα του πυρήνα παρουσιάζεται 

πεπλατυσμένο, σε σύγκριση με τα προηγούμενα στάδια, ενώ η ευχρωματίνη τους είναι 

ακόμη αρκετά εμφανής παρά την αύξηση της έκτασης της ετεροχρωματίνης. Ταυτόχρονα 

τα όψιμα παχυταινικά σπερματοκύτταρα προεκβάλλουν στο κατώτατο μισό του επιθηλίου, 

προς τον αυλό (εικ. 45).  

 

3.2.4. Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων ΧΙ-XΙΙ 

Τα δυο τελευταία στάδια του κύκλου του σπερματοφόρου επιθηλίου χαρακτηρίζονται από 

την παρουσία επιμηκυνόμενων σπερματίδων βήματος 11-12, μειωτικά διαιρούμενων 

σπερματοκυττάρων και προφασικών κυττάρων στο στάδιο της ζυγοταινίας/παχυταινίας 

(εικ. 46). 

 

 
Εικόνα 46. Τομές κρυοστάτη που απεικονίζουν σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων ΧΙ και ΧΙΙ από ενήλικο 

ποντικό. Κάτω δεξιά παρουσιάζονται χαρακτηριστικοί τύποι κυττάρων (δεξιά). Η χρώση του DNA έγινε με TO-

PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Όπως φαίνεται και στην παραπάνω εικόνα, οι επιμηκυνόμενες σπερματίδες αυτών 

των σταδίων έχουν συμπυκνωθεί σε μεγάλο βαθμό και η χρώση τους είναι 

χαρακτηριστικά έντονη. Μετά την αμφίπλευρη πλάτυνσή τους θα μετατραπούν στις 

ώριμες επιμήκεις σπερματίδες των σταδίων I-IV, με τη χαρακτηριστική πυραμιδοειδή 

ομαδοποίηση. Τα όψιμα προφασικά κύτταρα των προηγούμενων σταδίων (VIII-X) στο 
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σημείο αυτό διαιρούνται μειωτικά, δύο συνεχόμενες φορές και μετατρέπονται τελικά σε 

δευτερογενή σπερματοκύτταρα. Αυτά θα εισέλθουν στη σπερμιογένεση κατά τα επόμενα 

στάδια (I-IV), ως πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες.  

 

3.3. Οι μιτωτικές διαιρέσεις των σπερματογονίων και οι μειωτικές 

διαιρέσεις των σπερματοκυττάρων 

Τα σπερματογόνια είναι παρόντα σε όλη τη διάρκεια του κύκλου στα εξωτερικά στρώματα 

των σπερματοφόρων σωληναρίων. Διαιρούνται μιτωτικά για να ανανεώσουν τον 

πληθυσμό τους, ενώ κάποια από τα θυγατρικά κύτταρα ωριμάζουν προς τον επόμενο 

κυτταρικό τύπο, δημιουργώντας τελικά τα πρωτογενή σπερματοκύτταρα που εισέρχονται 

στην πρόφαση της μείωσης.  

 

3.3.1. Η τροποποίηση H3T3ph που καταλύεται από την κινάση Haspin είναι 

παρούσα σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια 

Αρχικά, ελέγχθηκαν τομές κρυοστάτη νεαρών ποντικών, ηλικίας 7 έως 24 ημερών, οι οποίοι 

αντιπροσωπεύουν το πρώτο κύμα της σπερματογένεσης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 

47Α, η H3T3ph είναι παρούσα σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια νεαρών ποντικών 

ηλικίας 7dpp και 17dpp. Τα στάδια αυτά αντιπροσωπεύουν το τέλος της μιτωτικής φάσης 

των σπερματογονίων και της πρόφασης της πρώτης μειωτικής διαίρεσης, αντίστοιχα. Καμία 

χρώση δεν παρατηρήθηκε στον ιστό ελέγχου (εικ. 47Α, 17dpp, kidney). Παράλληλα είναι 

προφανές πως η μορφολογία των μιτωτικά διαιρούμενων σπερματογονίων είναι όμοια με 

αυτή των διαιρούμενων σωματικών κυττάρων (εικ. 47Α, 7dpp and 17dpp testis).  

Την 24η ημέρα του πρώτου κύματος της σπερματογένεσης, τα δευτερογενή 

σπερματοκύτταρα έχουν εισέλθει στη σπερμιογένεση και έχουν εμφανιστεί οι πρώιμες 

στρογγυλές σπερματίδες. Σε ποντικούς αυτής της ηλικίας, η H3T3ph ανιχνεύθηκε σε 

σπερματογόνια αναπτυσσόμενων σωληναρίων που δεν έχουν εποικιστεί πλήρως (εικ. 

47Β, πάνω τμήμα), όχι όμως και σε σωληνάρια στα οποία έχουν εμφανιστεί απλοειδείς 

σπερματίδες (εικ. 47Β, κάτω τμήμα). Η παρατήρηση αυτή δεν αναδεικνύει την απουσία 

μιτωτικών διαιρέσεων, αλλά αντίθετα τονίζει την επιβράδυνση του ρυθμού τους. Το 

γεγονός αυτό έχει παρατηρηθεί και από τους Clermont και Leblond, το 1952(161) που 

μελέτησαν το ρυθμό ανανέωσης των σπερματογονίων στον αρουραίο.  

Ο Monesi, το 1962(200) μελέτησε τον ρυθμό ενσωμάτωσης της θυμιδίνης (Η3 – 

thymidine) σε όρχεις ενήλικου ποντικού. Σύμφωνα με τη μελέτη του, στους ενήλικους 

ποντικούς παρατηρούνται έξι διαφορετικές μιτωτικές διαιρέσεις. Από αυτές, οι τέσσερις 
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αφορούν σπερματογόνια τύπου Α (στάδια VIII-IX, X-XI, XII-I, II του κύκλου), μία αφορά τα 

ενδιάμεσα σπερματογόνια (Intermediate, In) στο στάδιο III-IV και μία τα σπερματογόνια 

τύπου Β (στάδια V-VI του κύκλου). Παράλληλα, ο de Rooij το 1973(157) παρατήρησε πως η 

πλειοψηφία των μιτωτικών διαιρέσεων αφορά τα Α2, Α4, In και Β σπερματογόνια μαζί με το 

10% των Αpaired και Αisolated σπερματογονίων.  

 

 
Εικόνα 47. Ο εντοπισμός της H3T3ph κατά το πρώτο κύμα της σπερματογένεσης. Α. Μιτωτικά 

σπερματογόνια σε όρχεις από νεαρό ποντίκι 7dpp και 17dpp εμφανίζονται θετικά με  το αντίσωμα έναντι της 

H3T3ph. O ιστός ελέγχου (νεφρός) είναι αρνητικός για την ίδια τροποποίηση. B. Το σπερματογόνο επιθήλιο 

ποντικών ηλικίας 24dpp, πριν (πάνω) και μετά (κάτω) την έναρξη της σπερμιογένεσης, διαφέρει ως προς την 

ανίχνευση της Η3Τ3ph. Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 10μm. 

 

Στην παρούσα μελέτη ταυτοποιήθηκε η παρουσία μιτωτικά διαιρούμενων 

σπερματογονίων στην περιφέρεια σωληναρίων σταδίων ΧΙΙ-Ι και V-VIII,γεγονός που 

συμπίπτει με τις παραπάνω παρατηρήσεις. Τα σπερματογόνια αυτά έφεραν την Η3Τ3ph. 

Μια πιο προσεκτική ανάλυση έδειξε πως η κατανομή της H3Τ3ph μοιάζει με αυτή των 

μιτωτικά διαιρούμενων σωματικών κυττάρων, καταλαμβάνοντας το σύνολο του 

χρωμοσωμικού βραχίονα στα πρώτα στάδια και τις περικεντρομεριδιακές περιοχές στα 

επόμενα (εικ. 48, πάνω σειρά). Τα κύτταρα αυτά ήταν προσανατολισμένα κοντά στη 

βασική μεμβράνη του σωληναρίου, εμφανώς διαχωρισμένα από τα μειωτικά 

σπερματοκύτταρα (εικ 48, κάτω σειρά). 
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Εικόνα 48. Ο εντοπισμός της H3T3ph σε σπερματογόνια ενήλικου ποντικού. Έμμεσος ανοσοφθορισμός με 

αντισώματα έναντι της Η3Τ3ph και της Crest (ACA). Η H3T3ph βρίσκεται τόσο στις περικεντρομεριδιακές 

περιοχές, όσο και στα σκέλη των χρωμοσωμάτων. Η ταυτόχρονη χρώση τομών κρυοστάτη με τα aH3T3ph και 

a H3K9me3 υπέδειξε ότι τα διαιρούμενα σπερματογόνια που έχουν H3T3ph είναι εμφανώς διαχωρισμένα από 

τα προφασικά σπερματοκύτταρα (μειωτική διαίρεση). Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 10μm. 

 

Τα μιτωτικά σπερματογόνια παρουσίασαν κατανομή της H3S10ph στην περιφέρεια 

των συμπυκνωμένων χρωμοσωμάτων, όπως συμβαίνει και στα σωματικά κύτταρα (εικ. 

49, αριστερά). Ακόμη, στα διαιρούμενα αυτά κύτταρα ανιχνεύτηκε και η κινάση Aurora B 

(εικ. 49, δεξιά). Η κατανομή της τελευταίας βρέθηκε να είναι διάχυτη τόσο στις 

περικεντρομεριδιακές περιοχές, όσο και στα σκέλη των χρωμοσωμάτων.  

 

 
Εικόνα 49. Ενδεικτική κατανομή της H3S10ph (αριστερά) και της κινάσης Aurora B (δεξιά) σε μιτωτικά 

διαιρούμενα σπερματογόνια με έμμεσο ανοσοφθορισμό σε τομές όρχεων ενήλικου ποντικού. Οι μιτωτικές 

διαιρέσεις των γαμετικών κυττάρων του όρχεως έχουν ορισμένες διαφορές, από αυτές των σωματικών 

κυττάρων. Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 
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3.3.2. Η τριπλή τροποποίηση PMM (H3T3phK4me3R8me2) εντοπίζεται σε 

μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια 

Εφόσον η H3T3ph αποτελεί τμήμα του μοτίβου PMM, θεωρήθηκε αναγκαίο να εξεταστεί 

και η παρουσία του τελευταίου σε κύτταρα του επιθηλίου του όρχεως. Το aPMM αντίσωμα 

παρασκευάστηκε και χαρακτηρίστηκε από προηγούμενα μέλη του εργαστηρίου(94). 

Όμοια με τα παραπάνω, η παρουσία της PMM–υπογραφής ελέγχθηκε σε τομές 

κρυοστάτη, από όρχεις νεαρού (7dpp, 17dpp, 24dpp) και ενήλικου ποντικού. Στους 

νεαρούς ποντικούς, ηλικίας 7dpp, ταυτοποιήθηκε η παρουσία της PMM–υπογραφής σε 

μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια. Τα διαιρούμενα κύτταρα εντοπίστηκαν κοντά στη 

βασική μεμβράνη των σωληναρίων (εικ. 50, αριστερά), ενώ ο αντίστοιχος ιστός ελέγχου 

ήταν αρνητικός (εικ. 50, πάνω δεξιά).  

 

Εικόνα 50. Η τροποποίηση PMM ανιχνεύεται σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια. Τομές κρυοστάτη από 

όρχεις νεαρού ποντικού 7dpp και 24dpp, ενήλικου ποντικού, καθώς και ιστού ελέγχου (νεφρός). Με λευκό βέλος 

σημειώνονται κύτταρα στη φάση της πρόφασης, προμετάφασης και μετάφασης της μίτωσης. Scale bars 10μm. 

 

Το πρότυπο κατανομής κατά την πρόφαση και την προμετάφαση ήταν όμοιο με αυτό 

που έχει περιγραφεί από τους Markaki et al., το 2009(94). Καταλάμβανε τις 

κεντρομεριδιακές περιοχές στην πρόφαση, ενώ εκτεινόταν και στους βραχίονες των 

χρωμοσωμάτων κατά την προμετάφαση. Αντίθετα με ό,τι περιγράφηκε παραπάνω και 
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αφορά και τα σωματικά κύτταρα, κατά την μετάφαση της μίτωσης στα σπερματογόνια η 

PMM–υπογραφή καταλαμβάνει τόσο τις κεντρομεριδιακές περιοχές, όσο και τους 

βραχίονες των χρωμοσωμάτων (εικ. 50, πάνω αριστερά).  

Στους ενήλικους ποντικούς  η PMM–υπογραφή, όπως και η H3T3ph, ανιχνεύτηκε σε 

σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων ΧΙΙ-Ι και V-VIII. Το πρότυπο κατανομής της είναι ίδιο 

με αυτό που περιγράφεται παραπάνω για τους νεαρούς ποντικούς (εικ. 50 κάτω δεξιά, 

adult testis, σε σύγκριση με 7dpp και 24dpp). 

Τα σπερματοφόρα σωληνάρια από όρχεις νεαρού ποντικού 17dpp, τα οποία 

βρίσκονται στην πρόφαση της μείωσης (στάδιο προ-λεπτοταινίας/λεπτοταινίας κατά το 

πρώτο κύμα της σπερματογένεσης), ήταν αρνητικά για τη συγκεκριμένη τροποποίηση, το 

ίδιο και ο ιστός ελέγχου (νεφρός) (εικ. 51 κάτω αριστερά, 17dpp testis και κάτω δεξιά, 

17dpp kidney). Η μόνη ένδειξη παρουσίας της PMM υπογραφής σε αυτό το αναπτυξιακό 

στάδιο προερχόταν από μη ανεπτυγμένα σπερματοφόρα σωληνάρια, τα οποία δεν είχαν 

ολοκληρώσει τη μιτωτική φάση ανάπτυξης (εικ. 51 17dpp testis κάτω αριστερά, στη 

μειωτική φάση, έναντι πάνω, στη μιτωτική φάση ανάπτυξης του επιθηλίου).  

 

 
Εικόνα 51. Σε ποντικούς ηλικίας 17 ημερών η τροποποίηση PMM ανιχνεύεται σε μη ανεπτυγμένα 

σπερματοφόρα σωληνάρια, τα οποία δεν έχουν ολοκληρώσει τη μιτωτική φάση ανάπτυξης (πάνω αριστερά). 

Αντίθετα, όσα σωληνάρια έχουν εισέλθει στη μειωτική φάση (κάτω αριστερά) δε φέρουν την υπογραφή PMM. 

Με πράσινο βέλος σημειώνεται μιτωτικά διαιρούμενο σπερματογόνιο (πάνω σειρά, προμετάφαση). Με άσπρο 

βέλος (κάτω αριστερά) σημειώνονται μειωτικά σπερματοκύτταρα στη φάση της προ-λεπτοταινίας/λεπτοταινίας. 

Σε τομές κρυοστάτη από νεφρό ποντικού 17dpp δεν ανιχνεύτηκε η υπογραφή PMM. Η χρώση του DNA έγινε 

με TO-PRO 3.Scale bars 10μm. 
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3.3.3. Οι τροποποιήσεις Η3Τ3ph και PMM συμμετέχουν στις δύο μειωτικές 

διαιρέσεις 

Κατά την πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης, τα ομόλογα χρωμοσώματα 

δημιουργούν συνάψεις μεταξύ τους. Αυτές σχηματίζονται κατά τη διάρκεια της ζυγοταινίας 

και ολοκληρώνονται κατά τη διάρκεια της παχυταινίας. Μέσω του synaptonemal complex 

λαμβάνει χώρα ο ομόλογος ανασυνδυασμός των χρωμοσωμάτων. Στη μετάφαση της 

πρώτης μειωτικής διαίρεσης διαχωρίζονται τα ομόλογα χρωμοσώματα, ενώ στη δεύτερη 

μειωτική διαίρεση διαχωρίζονται οι αδελφές χρωματίδες. Με τον τρόπο αυτό τα κύτταρα 

μετατρέπονται από τετραπλοειδή σε διπλοειδή και τελικά απλοειδή(168). 

Σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου ΧΙ-ΧΙΙ μελετήθηκαν με σκοπό να ελεγχθεί η 

παρουσία ή μη της Haspin, μέσω της φωσφορυλίωσης που αυτή καταλύει αφού δεν 

υπάρχει λειτουργικό αντίσωμα έναντι της κινάσης. Η H3S10ph παρουσίασε το τυπικό 

πρότυπο που έχει περιγραφεί στη βιβλιογραφία καθ’ όλη την διάρκεια της πρώτης 

μειωτικής διαίρεσης και απουσίαζε εντελώς από τη δεύτερη(184, 186, 201). Για τον λόγο αυτό, 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας σπερματοκυττάρων που διανύουν την πρώτη μειωτική 

διαίρεση (εικ. 52Α).  

Αντίθετα με την H3S10ph, η H3T3ph απουσίαζε εντελώς από τα συμπυκνωμένα 

χρωμοκέντρα κατά τη διακίνηση. Κατά την μετάφαση Ι, παρουσίασε διάχυτη κατανομή 

που εκτεινόταν σε όλο το μήκος των ομόλογων χρωμοσωμάτων. Η κατανομή αυτή ήταν 

εντονότερη στις περικεντρομεριδιακές περιοχές κατά την ανάφαση Ι, ενώ περιορίστηκε 

κατά την τελόφαση Ι. Μεταξύ της πρώτης και της δεύτερης μειωτικής διαίρεσης 

(interkinesis), η H3T3ph ανιχνεύθηκε μόνο στην περικεντρομεριδιακή περιοχή, μια 

κατανομή που διατήρησε έως τη μετάφαση ΙΙ. Τέλος κατά την ανάφαση ΙΙ, η Η3Τ3ph ήταν 

ακόμα ανιχνεύσιμη (εικ. 52Β).  
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Εικόνα 52. Το πρότυπο κατανομής της H3T3ph σε μειωτικά διαιρούμενα σπερματοκύτταρα. Α. Διαιρούμενα 

κύτταρα σπερματοφόρων σωληναρίων σταδίου ΧΙΙ που παρουσιάζουν τη σχετική θέση των H3T3ph, 

H3S10ph και Crest (ACA). Από αριστερά προς τα δεξιά διακρίνονται κύτταρα στα στάδια: διακίνηση, 

μετάφαση Ι και ανάφαση Ι. Β. Αναλυτική παρουσίαση της θέσης της H3T3ph κατά την πρώτη και τη δεύτερη 

μειωτική διαίρεση. Έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντισώματα έναντι της H3T3ph και της Crest. Η χρώση του 

DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 5μm. 

 

Η τροποποίηση PMM ανιχνεύτηκε επίσης κατά την διακίνηση στα 

σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου ΧΙΙ. Το μοτίβο PMM εντοπίστηκε στην 

επιφάνεια των χρωμοσωμάτων, με έμφαση στις περικεντρομεριδιακές περιοχές 

κατά την πρώτη διαίρεση. Αντίθετα περιορίστηκε σταδιακά στις 

περικεντρομεριδιακές περιοχές κατά την δεύτερη μειωτική διαίρεση (εικ. 53). Η 

παρατήρηση αυτή συνάδει με τα παραπάνω ευρήματα, ότι δηλαδή η τροποποίηση 

PMM (όπως και η H3T3ph) παρουσιάζεται στα μειωτικά κύτταρα μετά την 

αποδόμηση των συνάψεων του synaptonemal complex και τη συμπύκνωση των 

χρωμοσωμάτων, προτού όμως ολοκληρωθεί η πρώτη μειωτική διαίρεση.  
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Εικόνα 53. Πρότυπο κατανομής της τριπλής τροποποίησης PMM σε μειωτικά σπερματοκύτταρα. Α. Το μοτίβο 

ΡΜΜ εντοπίζεται σε σπερματοκύτταρα κατά την πρώτη αλλά και τη δεύτερη μειωτική διαίρεση. Έμμεσος 

ανοσοφθορισμός σε τομές όρχεως ενήλικου ποντικού (κρυοτομές) με το anti-PMM αντίσωμα. B. Δοκιμασία 

ανταγωνιστικής αναστολής με συνθετικά πεπτίδια και το anti-PMM αντίσωμα σε σωληνάρια σταδίου ΧΙΙ 

(μειωτική διαίρεση, βλ. εικ. 35-36). Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 5μm (Α) και 20μm (Β). 

 

Σε συμφωνία με τα παραπάνω αποτελέσματα, η κινάση Aurora B ανιχνεύτηκε σε 

μειωτικά σπερματοκύτταρα, κατά τη φάση της διαίρεσης. Τα πειράματα έμμεσου 

ανοσοφθορισμού στα σωληνάρια σταδίου ΧΙΙ έδειξαν ότι ένζυμα (π.χ. Aurora B) και 

τροποποιήσεις (π.χ. H3T3ph, H3S10ph), οι οποίες διαμεσολαβούν τις μιτωτικές 

διαιρέσεις, είναι παρόντα και κατά τη διάρκεια των μειωτικών διαιρέσεων (εικ. 54). 

 

 

Εικόνα 54. Ενδεικτική κατανομή της H3S10ph (αριστερά) και της κινάσης Aurora B (δεξιά) σε μειωτικά 

διαιρούμενα σπερματοκύτταρα. Έμμεσος ανοσοφθορισμός σε σωληνάρια σταδίου ΧΙΙ με τα αντίστοιχα 

αντισώματα και χρώση του DNA με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 
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3.4. Οι μετα-μειωτικές απλοειδείς σπερματίδες 

3.4.1. Η H3T3ph ανιχνεύεται σε στρογγυλές και επιμηκυνόμενες 

σπερματίδες, αλλά όχι σε ώριμες 

Πρόσφατα δεδομένα από πειράματα αλληλούχισης RNA υπέδειξαν ότι το γονίδιο GSG2 

είναι ενεργό στις απλοειδείς σπερματίδες(202). Παράλληλα η Η3Τ3ph ανιχνεύτηκε σε 

ανθρώπινα σπερματόζωα(203). Συνεπώς ελέγχθηκε η παρουσία της H3T3ph στην μετα-

μειωτική περίοδο της σπερμιογένεσης. Η υπό μελέτη τροποποίηση ανιχνεύτηκε, μέσω 

ανοσοφθορισμού σε σπερματοφόρα σωληνάρια που ανήκουν στα στάδια VIII-IX (εικ. 55 

μέση και δεξιά). 

 

 

Εικόνα 55. Η Η3Τ3ph είναι παρούσα κατά τη σπερμιογένεση του ποντικού. Τα σωληνάρια σταδίου V-VIII 

(αριστερά) ήταν αρνητικά για την υπό μελέτη τροποποίηση. Αντίθετα, η H3T3ph ανιχνεύτηκε σε δείγματα που 

αφορούσαν τα στάδια VIII-X (δεξιά) και ήταν αναγνωρίσιμη μετά την απελευθέρωση του ώριμου σπέρματος 

στον αυλό (μέση). Έμμεσος ανοσοφθορισμός με το αντίσωμα έναντι της H3T3ph (aP3) και χρώση του DNA με 

TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Ειδικότερα, η H3T3ph ανιχνεύθηκε σε στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς 

σπερματίδες βήματος 8 (εικ. 55, μέση και λεπτομέρειες) έως 10 (εικ. 55, δεξιά και 

λεπτομέρειες). Βρέθηκε να καταλαμβάνει τη «χαλαρή» χρωματίνη των κυττάρων αυτών 

και να εξαιρείται από τα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα (εικ. 55, άσπρα βέλη). Χρονικά, η 

παρουσία της H3T3ph συμπίπτει με την έναρξη της ακροσωμικής φάσης της 

σπερμιογένεσης (βήμα 8, όψιμες στρογγυλές σπερματίδες), την αλλαγή του σχήματος του 

πυρήνα (βήμα 9, επιμηκυνόμενες σπερματίδες) και την έναρξη της επιμήκυνσής του 

(βήμα 10, επιμηκυνόμενες σπερματίδες)(159).  
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3.4.2. Η δοκιμασία ανταγωνιστικής αναστολής επιβεβαιώνει την ειδικότητα 

του αντισώματος 

Η ειδικότητα της αντίδρασης αντιγόνου-αντισώματος ελέγχθηκε με δοκιμασίες 

ανταγωνιστικής αναστολής (competition assays). Σε αυτές έγινε χρήση του ανοσογόνου 

πεπτιδίου, έναντι του οποίου έχει παρασκευασθεί το συγκεκριμένο αντίσωμα 

(Η3Τ3phK4R8), όπως επίσης και μη τροποποιημένου πεπτιδίου ελέγχου (Η3Τ3K4R8). 

Όλοι οι πειραματικοί χειρισμοί πραγματοποιήθηκαν σε εύρος συγκεντρώσεων τόσο σε 

επίπεδο πεπτιδίων, όσο και σε επίπεδο μονιμοποίησης του ιστού.  

Στην εικόνα 56, φαίνεται ότι η προσθήκη του πεπτιδίου ελέγχου στο μίγμα της 

αντίδρασης δεν επηρεάζει καθόλου τη σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος. Αντίθετα, η 

προσθήκη του ανοσογόνου πεπτιδίου (H3T3phK4R8) παρεμποδίζει τη σύνδεση αυτή, 

εξαφανίζοντας εντελώς το φθορισμό, γεγονός που επιβεβαιώνει την ειδικότητα της 

αντίδρασης. 

 

 

Εικόνα 56. Δοκιμασία ανταγωνιστικής αναστολής, στα πλαίσια έμμεσου ανοσοφθορισμού, για τον έλεγχο της 

ειδικότητας του αντισώματος έναντι της Η3Τ3ph. Αριστερά παρουσιάζεται το πεπτίδιο ελέγχου (H3T3K4R8) 

και δεξιά το πεπτίδιο έναντι του οποίου κατασκευάστηκε το αντίσωμα (Η3Τ3phK4R8). Η χρώση του DNA έγινε 

με Propidium Iodide. Scale bars 15μm. 

 

Η αναστολή της σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος από το πεπτίδιο που φέρει την 

τροποποίηση H3T3phΚ4R8 είναι δοσο-εξαρτώμενη, όπως φαίνεται μετά από χρήση 

διαφορετικών συγκεντρώσεών του (εικόνα 57). Σε συγκέντρωση πεπτιδίου 0.5μM, 

παρατηρείται από ελάχιστη έως σχεδόν πλήρης αναστολή, ενώ σε συγκέντρωση 1μΜ 

αυτή κυμαίνεται από μέτρια έως πλήρης. Αντίθετα, σε συγκέντρωση 2μΜ, η αναστολή 

είναι πλήρης, σε όλες τις περιπτώσεις. 
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Εικόνα 57. Η αναστολή της σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος από το H3T3phK4R8 τροποποιημένο πεπτίδιο 

είναι δοσο-εξαρτώμενη. Στην εικόνα παρουσιάζονται σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου VIII (2ο μισό) έως Χ. 

Δοκιμασία ανταγωνιστικής αναστολής παρουσία 0.5μΜ, 1μΜ και 2μΜ πεπτιδίου. Scale bars 20μm. 

 

3.4.3. Η PMM-υπογραφή (Η3Τ3phK4me3R8me2) ανιχνεύει επίτοπους σε πολύ 

πρώιμες (βήματα 4-7), σε πρώιμες (βήματα 8-10), αλλά όχι ώριμες 

σπερματίδες (βήματα 11-16) 

Πειράματα έμμεσου ανοσοφθορισμού σε τομές κρυοστάτη έδειξαν ότι η PMM-υπογραφή 

εντοπίζεται σε σπερματοφόρα σωληνάρια όρχεως ενήλικου ποντικού, τα οποία ανήκουν 

στα στάδια V-VIII και VIII-X. Πιο συγκεκριμένα, τα μετα-μειωτικά κύτταρα που έφεραν την 

τροποποίηση PMM ανήκαν όχι μόνο σε όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς 

σπερματίδες (βήματα 8-10), αλλά και σε πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες βήματος 4-7 

(εικ. 58). Τελικά διαφοροποιημένα νεφρικά κύτταρα ήταν αρνητικά για την PMM-

υπογραφή. Αντίθετα, τα μιτωτικά διαιρούμενα θυλακιοκύτταρα της ωοθήκης ενήλικου 

ποντικού ήταν θετικά, όπως αναμενόταν (εικ. 58, άσπρα βέλη). 
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Εικόνα 58. Η PMM-υπογραφή εντοπίζεται σε πρώιμες στρογγυλές (βήματα 4-7) και όψιμες απλοειδείς 

σπερματίδες (βήματα 8-10). Στο κάτω μέρος της εικόνας παρουσιάζονται τομές κρυοστάτη από νεφρό και 

ωοθήκη ενήλικου ποντικού. Με άσπρα βέλη σημειώνονται μιτωτικά θυλακιοκύτταρα ποντικού. Η χρώση του 

DNA πραγματοποιήθηκε με TO-PRO 3. Scale bars 40μm. 

 

3.4.4. Οι δύο μεθυλιώσεις (H3K4me3-H3R8me2) εγκαθιδρύονται νωρίτερα από 

τη φωσφωρυλίωση (H3T3ph), η οποία ολοκληρώνει την PMM-υπογραφή 

Το γεγονός ότι το aPMM αντίσωμα αναγνωρίζει επίτοπους σε πρώιμες στρογγυλές 

σπερματίδες δημιούργησε ένα παράδοξο, καθώς σε αυτού του τύπου τα κύτταρα το 

αντίσωμα έναντι της Η3Τ3ph δεν αναγνωρίζει κανένα επίτοπο (εικ. 59, αριστερά και μέση). 

Η απουσία της H3T3ph οδήγησε στην υπόθεση ότι στα κύτταρα αυτά υπάρχει ένα τμήμα 

μόνο της ΡΜΜ υπογραφής, που περιέχει τις δύο τροποποιήσεις μεθυλίωσης Η3Κ4me3-

H3R8me2. Ως πρώτο βήμα για την επιβεβαίωση της υπόθεσης αυτής πραγματοποιήθηκε 

έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι της H3K4me3R8me2 (aM4M8, Markaki et 

al., 200994), σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου V-VIII. Όπως φαίνεται και στο δεξί 

τμήμα της εικόνας 59, το aM4M8 αντίσωμα αναγνώρισε επιτόπους σε πρώιμες 
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στρόγγυλες σπερματίδες αυτών των σταδίων. Σε συμφωνία με τις παρατηρήσεις για τα 

aH3T3ph και aPMM αντισώματα, το aM4M8 βρέθηκε στις περιοχές «χαλαρής» 

χρωματίνης των απλοειδών σπερματίδων.  

 

 

Εικόνα 59. Πρότυπο κατανομής της H3T3ph, της PMM-υπογραφής και της H3K4me3R8me2 σε 

σπερματοφόρα σωληνάρια όρχεως ενήλικου ποντικού σταδίου V-VIII. Αριστερά παρουσιάζεται η χρώση με το 

αντίσωμα έναντι της H3T3ph (aP3), στη μέση με το αντίσωμα έναντι της τριπλής τροποποίησης (aPMM) και 

δεξιά με το αντίσωμα έναντι των δύο τροποποιήσεων μεθυλίωσης (aM4M8). Η χρώση του DNA 

πραγματοποιήθηκε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων έγιναν νέες δοκιμασίες ανταγωνιστικής 

αναστολής (competitive inhibition assays) στα σωληνάρια των ίδιων σταδίων, με τη χρήση 

συνθετικών πεπτιδίων που περιέχουν συνδυασμούς των τροποποιήσεων μεθυλίωσης. Το 

σήμα που προέρχεται από το aPMM αντίσωμα είναι ειδικό, καθώς όταν προστέθηκε στο 

μίγμα της αντίδρασης το πεπτίδιο, έναντι του οποίου κατασκευάστηκε το συγκεκριμένο 

αντίσωμα (H3T3phK4me3R8me2), τότε η αλληλεπίδραση παρεμποδίστηκε πλήρως (εικ. 

60, πρώτη σειρά). Στα πειράματα αυτά, το πεπτίδιο ελέγχου (μη τροποποιημένο πεπτίδιο, 

H3T3K4R8) δεν ανέστειλε σε κανένα στάδιο (ή συγκέντρωση) την αλληλεπίδραση 

αντιγόνου-αντισώματος (εικ. 60, δεύτερη σειρά). Δεν παρατηρήθηκε καμία αναστολή όταν 

προστέθηκε στο μίγμα της αντίδρασης πεπτίδιο το οποίο φέρει την Η3T3K4R8me2, ενώ 

μέτρια αναστολή παρατηρήθηκε με το Η3T3Κ4me3R8. Αντίθετα, το πεπτίδιο με τις δυο 

τροποποιήσεις μεθυλίωσης (H3Τ3K4me3R8me2) ανέστειλε πλήρως την αλληλεπίδραση 

αντιγόνου-αντισώματος (εικ. 60, δεύτερη και τρίτη σειρά). 

Από τα πειράματα αυτά μπορούν να εξαχθούν δύο σημαντικά συμπεράσματα: α) το 

aPMM αντίσωμα περιλαμβάνει έναν υποπληθυσμό που αναγνωρίζει μόνο τις μεθυλιώσεις 

και όχι τη φωσφορυλίωση και β) ότι οι δύο μεθυλιώσεις αυτές (H3K4me3 και H3R8me2) 

εγκαθίστανται νωρίτερα (βήματα 4-7) από τη φωσφορυλίωση (βήματα 8-10) που 

ολοκληρώνει το μοτίβο PMM, κατά τη διάρκεια της σπερμιογένεσης. 
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Εικόνα 60. Δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής σε σπερματοφόρα σωληνάρια ενήλικου ποντικού σταδίου 

V-VIII. Επάνω σειρά: Έμμεσος ανοσοφθορισμός με το aPMM αντίσωμα (αριστερά) και δοκιμασία 

ανταγωνιστικής αναστολής με το ανοσογενές πεπτίδιο (H3T3phK4me3R8me2). Στη δεύτερη σειρά 

παρουσιάζεται το πεπτίδιο ελέγχου (H3Τ3Κ4R8, αριστερά) και το πεπτίδιο H3Τ3K4me3R8. Στη τρίτη σειρά 

βρίσκεται το πεπτίδιο H3T3K4R8me2 (αριστερά) και αυτό που φέρει τις δυο τροποποιήσεις μεθυλίωσης 

(H3Τ3K4me3R8me2). Η χρώση DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

3.4.5. Δυαδικοί συνδυασμοί του μοτίβου H3T3phK4me3R8me2 εμφανίζονται 

διαδοχικά κατά τη διάρκεια της σπερμιογένεσης. 

Η εξακρίβωση ότι στα σωληνάρια σταδίων V-VIII υπάρχουν στην πραγματικότητα μόνο οι 

δυο τροποποιήσεις μεθυλίωσης (H3K4me2-H3R8me2) δημιούργησε το ερώτημα εάν 

δυαδικοί συνδυασμοί της υπογραφής PMM παρουσιάζονται και σε άλλους κυτταρικούς 

τύπους. Στην περίπτωση αυτή θα πρέπει να διαπιστωθεί ποια είναι η χρονολογική σειρά 

εμφάνισής τους και ποια η φυσιολογική σημασία τους. Για τον σκοπό αυτό 

πραγματοποιήθηκαν εκ νέου δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής σε τομές όρχεως 
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ενήλικου ποντικού, παρουσία συνθετικών πεπτιδίων που φέρουν συνδυασμούς 

τροποποιήσεων του μοτίβου PMM. Στην συνέχεια αποτυπώθηκε το πρότυπο κατανομής 

των συνδυασμών αυτών σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων VIII-X.  

 

3.4.5.1. Οι συνδυασμοί του μοτίβου PMM στις όψιμες στρογγυλές και τις 

επιμηκυνόμενες σπερματίδες βήματος 8-10. 

Στα σπερματοφόρα σωληνάρια αυτών των σταδίων οι τροποποιήσεις PMM και H3T3ph 

ανιχνεύονται εκτός των συμπυκνωμένων χρωμοκέντρων των ώριμων απλοειδών 

σπερματίδων (εικ. 61, αριστερά).  

 

 

Εικόνα 61. Δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής με πεπτίδια που φέρουν συνδυασμούς του μοτίβου PMM 

(final concentration 0,5μM), σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου VIIΙ-Χ. Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 

3. Scale bars 20μm. 

 

Ως πεπτίδια ελέγχου του πειράματος αυτού χρησιμοποιήθηκε το μη τροποποιημένο 

πεπτίδιο (Η3Τ3K4R8) και το πλήρως τροποποιημένο πεπτίδιο (Η3Τ3phK4me3R8me2). 

Αυτά έδειξαν αντίστοιχα μη αναστολή και πλήρη αναστολή της πρόσδεσης αντιγόνου-

αντισώματος (εικ. 61, πρώτη σειρά). Σε πλήρη αναστολή οδήγησε και η προσθήκη του 

H3T3phK4me3R8 τροποποιημένου πεπτιδίου στο μίγμα της αντίδρασης. Το 

H3Τ3phΚ4R8me2 τροποποιημένο πεπτίδιο προκάλεσε επίσης σημαντική αναστολή στην 

ένταση του σήματος φθορισμού (εικ. 61, δεύτερη σειρά). Αντίθετα, η χρήση του 

H3Τ3K4me3R8me2 τροποποιημένου πεπτιδίου προκάλεσε μικρές αλλαγές. Η προ-επώαση 

του αντισώματος με καθένα από τα H3T3phΚ4R8 και H3Τ3K4me3R8 πεπτίδια ξεχωριστά 
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οδήγησε σε μείωση της έντασης του φθορισμού, χωρίς την πλήρη αναστολή της. Όταν 

όμως το αποτέλεσμα αυτό συγκριθεί με το αντίστοιχο του H3Τ3Κ4R8me2 φαίνεται πως το 

τελευταίο επηρεάζει περισσότερο τη σχέση αντιγόνου-αντισώματος (εικ. 61, τρίτη σειρά). 

Όπως έχει δειχθεί και σε προηγούμενη ενότητα, οι ετεροχρωματινικές περιοχές των 

πρώιμων στρογγυλών σπερματίδων καταλαμβάνονται από τις δύο τροποποιήσεις 

μεθυλίωσης της PMM-υπογραφής. Η παρουσία της H3K4me3 στις στρογγυλές και τις 

επιμηκυνόμενες σπερματίδες έχει περιγραφεί πολλές φορές στη βιβλιογραφία και 

συνδέεται με μεταγραφικά ενεργούς υποκινητές(204, 210, 211). Η διαφορά που παρατηρήθηκε 

από την προσθήκη των H3Τ3K4me3R8 και H3Τ3Κ4R8me3 τροποποιημένων πεπτιδίων 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η κατανομή τους στις πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες δεν 

είναι ισότιμη.  

Τα ίδια συμπεράσματα μπορούν να εξαχθούν και για τις όψιμες στρογγυλές και τις 

επιμηκυνόμενες σπερματίδες. Τα αποτελέσματα της αναστολής από τα διπλά-

τροποποιημένα πεπτίδια (H3T3phK4me3R8, H3Τ3K4me3R8me2 και H3Τ3phΚ4R8me2) 

δείχνουν πως η συμβολή της φωσφορυλιωμένης θρεονίνης 3 είναι μεγαλύτερη από αυτή 

των δυο μεθυλιώσεων, στη λυσίνη 4 και την αργινίνη 8 της ιστόνης Η3, για τις 

σπερματίδες βήματος 8-10. Η αναστολή από τα μονά-τροποποιημένα πεπτίδια 

(H3T3phΚ4R8, H3Τ3K4me3R8 και H3Τ3Κ4R8me2) δείχνει ότι στο στάδιο αυτό, μεταξύ 

των δύο μεθυλιώσεων, η συμβολή της αργινίνης 8 υπερβαίνει αυτή της λυσίνης 4.  

 

3.4.5.2. Tο H3T3phK4me3-τροποποιημένο πεπτίδιο έχει υψηλή συγγένειά για το 

aPMM αντίσωμα 

Τα πειράματα ανταγωνιστικής αναστολής ταυτοποίησαν την παρουσία παραλλαγών του 

μοτίβου PMM στους διάφορους κυτταρικούς τύπους, κατά τη σπερμιογένεση. Στις 

πρώιμες απλοειδείς σπερματίδες (στάδια V-VIII) βρέθηκαν να συνυπάρχουν οι Η3Κ4me3 

και H3R8me2. Στις όψιμες απλοειδείς σπερματίδες (στάδια VIII-Χ) αναγνωρίστηκε 

επιπλέον η Η3T3ph, μαζί με τις Η3Κ4me3 και H3R8me2. Κατά τη διάρκεια των 

πειραμάτων ανταγωνιστικής αναστολής το H3T3phK4me3R8 τροποποιημένο πεπτίδιο 

ανέστειλε πλήρως τη σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος σε όλα τα στάδια (V-VIII και VIII-Χ). 

Είναι γνωστό ωστόσο, από προηγούμενα πειράματα, ότι η Η3T3ph δεν ανιχνεύεται στις 

πρώιμες απλοειδείς σπερματίδες και ότι η H3R8me2 υπάρχει και στις δυο κατηγορίες 

σπερματίδων. Συνεπώς στις δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής το H3T3phK4me3R8 

τροποποιημένο πεπτίδιο δεν θα έπρεπε να αναστέλλει τη σύνδεση αντιγόνου 

αντισώματος σε καμία περίπτωση. Για τη διευκρίνιση αυτών των παρατηρήσεων τα 

πειράματα ανταγωνιστικής αναστολής επαναλήφθηκαν με τη χρήση μίγματος μονά-

τροποποιημένων πεπτιδίων (H3T3phΚ4R8 και H3T3K4me3R8) σε όλα στα στάδια. 



~ 96 ~ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eικόνα 62. Δοκιμασίες 

ανταγωνιστικής αναστολής με 

χρήση των τροποποιημένων 

πεπτιδίων H3T3phK4R8 και 

H3T3K4me3R8 στο ίδιο μίγμα 

αντίδρασης. Η χρώση του DNA 

έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 

20μm. 

 

Τα αποτελέσματα της εικόνας 62 δείχνουν πως παρουσία μίγματος των δυο 

πεπτιδίων (H3T3phΚ4R8, H3Τ3K4me3R8), αντί του διπλά τροποποιημένου 

H3Τ3phK4me3R8, η ένταση του σήματος φθορισμού από το aPMM αντίσωμα μειώνεται 

αισθητά, χωρίς όμως να εξαλείφεται πλήρως σε όλα τα στάδια. Ο υπολειπόμενος 

φθορισμός είναι δυνατόν να αποδοθεί στην παρουσία της H3R8me2, τόσο στα στάδια V-

VIII, όσο και στα στάδια VIII-X (εικ. 62, τρίτη σειρά).  

Τα δεδομένα αυτά συμφωνούν με την απουσία πλήρους αναστολής της σύνδεσης 

του aPMM αντισώματος: α) από το H3T3K4me3R8 τροποποιημένο πεπτίδιο στα στάδια 

V-VIII (εικόνα 60, δεύτερη σειρά) και VIII-X (εικ. 61, τρίτη σειρά) και β) από το 

H3T3phK4R8 τροποποιημένο πεπτίδιο στα στάδια VIII-X (εικ. 61, τρίτη σειρά). Ακόμη, 

προηγούμενα δεδομένα (Markaki et al., 200994) από πειράματα ανταγωνιστικής ELISA 

(εικ. 63Β), δείχνουν ότι το aPMM αντίσωμα είναι δυνατό να εκτοπιστεί από το 

ακινητοποιημένο υπόστρωμα του μόνο από τα πεπτίδια H3T3phK4me3R8me2 

(πορτοκαλί) και H3T3phK4me3R8 (μπλε). Επομένως η πλήρης αναστολή της σύνδεσης 

αντιγόνου-αντισώματος (aPMM) από το H3T3phK4me3R8 τροποποιημένο πεπτίδιο, στα 

στάδια V-VIII και VIII-X, δεν οφείλεται στην απουσία της H3R8me2 από τα κύτταρα αυτά. 
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Εικόνα 63. Δοκιμασίες ELISA και ανταγωνιστικής ELISA για τον έλεγχο της ειδικότητας του aPMM 

αντισώματος, με χρήση συνθετικών πεπτιδίων. Μικρή αντίδραση παρατηρείται με το Μ4Μ8 πεπτίδιο 

(Η3Τ3Κ4me3R8me2), ενώ τα πεπτίδια P3 (H3T3phK4R8), P3M8 (H3T3phK4R8me3) καθώς και η μη 

τροποποιημένη ιστόνη Η3 (recH3, H3T3K4R8) δεν έδωσαν καμία αντίδραση. Όταν οι δοκιμασίες 

επαναλήφθηκαν σε ανταγωνιστική μορφή μόνο τα PMM (Η3Τ3phK4me3R8me2) και P3M4 (H3T3phK4me3R8) 

πεπτίδια έδειξαν ικανότητα να εκτοπίζουν το aPMM αντίσωμα από το ακινητοποιημένο υπόστρωμά του(94). 

 

3.4.6. Οι τροποποιήσεις Η3Τ3ph και PMM καταλαμβάνουν συγκεκριμένη 

θέση στη χρωματίνη των συμπυκνωμένων απλοειδών σπερματίδων 

Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενη παράγραφο, μια πιο λεπτομερής εξέταση των 

δειγμάτων έδειξε πως τόσο η H3T3ph, όσο και το PMM είναι αποκλεισμένα από τα 

συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα (βλέπε εικ. 54 και 58). Τα τελευταία σχηματίζονται στις 

πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες (βήμα 1) και απαρτίζονται από την περικεντρομεριδιακή 

ετεροχρωματίνη των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων.  

Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα ότι υπάρχει μια μεταβολή 

στην κατανομή των υπό μελέτη τροποποιήσεων από τις συμπυκνωμένες 

περικεντρομεριδιακές περιοχές κατά τη δεύτερη μειωτική διαίρεση (βλέπε εικ. 52-54), στις 

«χαλαρές» ευχρωματινικές των απλοειδών σπερματίδων. Ακόμη, είναι σημαντικό να 

σημειωθεί ότι μεταξύ των δυο αυτών θέσεων μεσολαβεί ένα διάστημα κατά το οποίο ούτε 

η H3T3ph, αλλά ούτε και το PMM είναι παρόντα στα απλοειδή σπερματοκύτταρα. Το 

διάστημα αυτό αναφέρεται στις πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες βήματος 1 έως 4 που 

συναντώνται σε σωληνάρια σταδίων Ι-IV. Στην εικόνα που ακολουθεί, παρατίθεται 

αναλυτικά το πρότυπο κατανομής των H3T3ph και PMM, σε όλα τα στάδια της 

σπερματογένεσης του ποντικού (εικ. 64). 
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Εικόνα 64. Απεικόνιση του χρονικού περιθωρίου εμφάνισης και απομάκρυνσης της H3T3ph και του μοτίβου 

PMM κατά τη διάρκεια της σπερματογένεσης του ποντικού, μετά από έμμεσο ανοσοφθορισμό με τα αντίστοιχα 

αντισώματα. Η χρώση DNA πραγματοποιήθηκε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. Οι λατινικοί αριθμοί 

αντιπροσωπεύουν τα στάδια της σπερματογένεσης και οι αραβικοί τα βήματα της σπερμιογένεσης. 

 

Κατόπιν αυτού, κρίθηκε σκόπιμο να αποτυπωθεί η κατανομή και άλλων 

ενεργοποιητικών ή/και κατασταλτικών τροποποιήσεων στις απλοειδείς σπερματίδες. 

Πραγματοποιήθηκε έμμεσος ανοσοφθορισμός σε τομές όρχεως ενήλικου ποντικού και 

ελέγχθηκε ο συσχετισμός τροποποιήσεων του αμινο-τελικού άκρου της ιστόνης Η3 σε 

σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων V-VIII και VIII-X.  

Τα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα των πρώιμων απλοειδών σπερματίδων (V-VIII), 

από τα οποία απουσίαζε η H3T3ph, περιείχαν HP1α (εικ. 65, πάνω). Το αντίθετο 

παρατηρήθηκε για τις ώριμες απλοειδείς σπερματίδες των σταδίων (VIII-X, εικ. 65, κάτω).  
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Εικόνα 65. Η H3T3ph και το μοτίβο PMM κατανέμονται στις περιοχές «χαλαρής» χρωματίνης των απλοειδών 

σπερματίδων. Αντίθετα, η HP1α βρίσκεται στα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα. Δείγματα από έμμεσο 

ανοσοφθορισμό με τα αντίστοιχα αντισώματα και χρώση του DNA με TO-PRO 3. Scale bars 1μm. 

 

Η παρουσία της H3S10ph στη μειωτική διαίρεση έχει περιγραφεί εκτενώς στη 

βιβλιογραφία. Ωστόσο σε αντίθεση με αυτά που έχουν περιγραφεί, ο έμμεσος 

ανοσοφθορισμός σε τομές όρχεως ενήλικου ποντικού αποκάλυψε την παρουσία της σε 

μετα-μειωτικές σπερματίδες. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 66, η H3S10ph, ενώ 

απουσίαζε από τα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα των πρώιμων στρογγυλών σπερματίδων 

(εικ. 66, αριστερά), εντοπίστηκε σε αυτά των στρογγυλών και επιμηκυνόμενων 

σπερματίδων βήματος 8-10 (εικ. 66, δεξιά). 
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Εικόνα 66. Σχετική κατανομή των H3Τ3ph και H3S10ph σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων VI-VIII 

(αριστερά) και VIII-X (δεξιά), μετά από διπλό ανοσοφθορισμό. Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale 

bars 20μm. 

 

 

Εικόνα 67. Σχετική κατανομή μεταξύ των H3K27me3 και H3K9me3 σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων VI-

VIII (αριστερά) και VIII-X (δεξιά). Η χρώση του DNA έγινε με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Σύμφωνα με όσα έχουν περιγραφεί, η H3K27me3 εντοπίστηκε σε σπερματογόνια 

τύπου Α και σπερματοκύτταρα στη φάση της λεπτοταινίας-παχυταινίας σε σωληνάρια 

σταδίου V-VIII (204). Βρέθηκε ακόμη να καταλαμβάνει περιοχές μη συμπυκνωμένης 

χρωματίνης σε στρογγυλές σπερματίδες βήματος 6-8 και επιμηκυνόμενες σπερματίδες 

βήματος 10, όμοια με τις Η3Τ3ph και PMM (εικ. 67).  

Η παρουσία της H3K9me3 στα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα απλοειδών 

σπερματίδων όλων των υπό μελέτη σταδίων (V-VIII και VIII-X) συμφωνεί με τα 

δημοσιευμένα βιβλιογραφικά δεδομένα(205, 206) (εικ. 67-68, πάνω). Όπως είναι 

αναμενόμενο, η παρουσία της H3K9me3 και της HP1α στις πρώιμες στρογγυλές 
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σπερματίδες συνδέεται με την απενεργοποίηση γονιδίων στη συμπυκνωμένη 

ετεροχρωματίνη(207- 209). Τέλος, διπλός ανοσοφθορισμός με αντισώματα έναντι του μοτίβου 

PMM και της H3K9ac αποκάλυψε ότι οι δύο τροποποιήσεις συνυπάρχουν στις περιοχές 

μη συμπυκνωμένης χρωματίνης των απλοειδών σπερματίδων σταδίων V-VIII και VIII-X 

(εικ. 68, κάτω).  

 

 

Εικόνα 68. Κατανομή των PMM, H3K9me3 και H3K9ac στις απλοειδείς σπερματίδες. Η χρώση του DNA έγινε 

με TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Συνοψίζοντας τις παραπάνω παρατηρήσεις, γίνεται εμφανές ότι η PMM-υπογραφή σε 

όλα τα στάδια που μελετήθηκαν και η Η3T3ph στους όψιμους κυτταρικούς τύπους, 

συναντώνται σε περιοχές χρωματίνης στις οποίες έχει πρόσβαση ο μεταγραφικός 

μηχανισμός των κυττάρων αυτών. Ακόμη, είναι πιθανό οι περιοχές αυτές να επισημαίνουν 

γονίδια που υφίστανται γενωμική αποτύπωση (genome imprinting), μέσω αμφίσημων 

τροποποιήσεων (bivalent chromatin domains), έως ότου εκφραστούν στο ζυγωτό. 
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3.4.7. Τα ειδικά για τη σπερματογένεση Scml2 και Dazl, των οποίων η 

έκφραση διαφοροποιείται απουσία της Haspin, συνυπάρχουν με την H3T3ph 

στις όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς σπερματίδες 

σωληναρίων σταδίου VIII-X. 

Τα ευρήματα των τελευταίων ετών υποδηλώνουν ότι ο λειτουργικός ρόλος της Haspin είναι 

διαφορετικός στη μίτωση των σωματικών κυττάρων από τις μειωτικές διαιρέσεις των 

ωοκυττάρων και των απλοειδών σπερματίδων της αρσενικής γαμετικής σειράς. Η 

διαταραχή των επιπέδων της Haspin δεν επιφέρει δραματικές αλλαγές στην ολοκλήρωση 

της μιτωτικής διαίρεσης(88, 94). Επιπλέον, εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα που υπερ-

εκφράζουν τη Haspin ή δε διαθέτουν το αντίστοιχο γονίδιο πολλαπλασιάζονται κανονικά 

υπό in vitro συνθήκες και σχηματίζουν άρτια εμβρυοειδή σωμάτια, όταν επαχθεί η 

διαφοροποίησή τους (εικ. 39Α, Καράνικα Ε., Διδακτορική Διατριβή212). Αντίθετα, η 

απαλοιφή του γονιδίου της Haspin από τα ποντίκια (Haspin knockout mice) προκαλεί 

φαινότυπο που περιλαμβάνει ορισμένες ατυπίες στα κύτταρα του όρχεως (σπερματίδες), 

μέσα στα πλαίσια μιας φυσιολογικής κατά τα λοιπά ανάπτυξης(213). 

Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα αλληλούχισης RNA νέας γενεάς (εικ. 42Α, Β) 

δείχνουν ότι η απαλοιφή του γονιδίου της Haspin, αλλά και η υπερέκφρασή της σε 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα, επηρεάζει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται άμεσα με 

τη σπερματογένεση και τη λειτουργία του όρχεως, όπως τα NFX3, FKBP6, SOHLH2, UTY, 

ZFY1/2, UBE1Y1, SCML2 και DAZL. 

Το Scml2 είναι η ειδική για τη σπερματογένεση υπομονάδα του Polycomb repressive 

complex 1 (PRC1). Στον όρχι ενήλικων ποντικών εντοπίζεται στα PLZF+, αδιαφοροποίητα 

σπερματογόνια. Εκεί, συνδέεται σε υποκινητές που φέρουν H3K4me2/3 και εγκαθιστά την 

H3K27me3. Με τον τρόπο αυτό χρησιμοποιεί αμφίσημες τροποποιήσεις για τον έλεγχο της 

γονιδιακής έκφρασης γονιδίων που σχετίζονται με της σπερματογένεσης, αλλά και 

σωματικών γονιδίων(214, 215). Κατά τη διάρκεια της μείωσης, συναντάται στα φυλετικά 

χρωμοσώματα, από το μέσο της παχυταινίας έως τη διπλοταινία, καθιστώντας τα 

μεταγραφικά ανενεργά σε συνεργασία με την γH2Ax. Στόχος του είναι η ρύθμιση της 

γονιδιακής έκφρασης, με δυο διακριτούς αλλά αντίθετους μηχανισμούς. Σε συνεργασία με το 

PRC1 συμμετέχει στην RNF2-εξαρτώμενη ουβικιτινιλίωση της H2Α, με στόχο την καταστολή 

σωματικών και γονιδίων που εκφράζονται στα πρόδρομα γαμετοκύτταρα. Επιπλέον,, 

αποτρέπει την RNF2-εξαρτώμενη ουβικιτινιλίωση της H2Α κατά τη διάρκεια της μείωσης, 

επιτρέποντας έτσι τον επιγενετικό προγραμματισμό των φυλετικών χρωμοσωμάτων(216, 217).  

Με σκοπό τη διερεύνηση του ρόλου της Haspin στον επιγενετικό έλεγχο που ασκεί το 

Scml2 πραγματοποιήθηκε έμμεσος ανοσοφθορισμός σε τομές όρχεως ενήλικου και 

νεαρού ποντικού για να εξακριβωθεί το πρότυπο κατανομής του (εικ. 69).  
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Εικόνα 69. Αποτύπωση προτύπου κατανομής του Scml2 σε όρχι νεαρού (17dpp, 24dpp) και ενήλικου (adult) 

ποντικού. Στην πάνω σειρά απεικονίζονται σπερματοφόρα σωληνάρια από όρχεις ενήλικου ποντικού και στην 

κάτω από ποντικούς 17 και 24 ημερών. Στο κέντρο της κάτω σειράς παρουσιάζονται αδιαφοροποίητα 

σπερματογόνια (undiff. Sg) σε ποντίκι 17 ημερών. Έμμεσος ανοσοφθορισμός με αντισώματα έναντι του Scml2 

(πράσινο)
 (216) και του Dazl (κόκκινο). Για τη χρώση του DNA χρησιμοποιήθηκε TO-PRO 3. Scale bars 5μm για 

τα αδιαφοροποίητα σπερματογόνια και 20μm για τις υπόλοιπες εικόνες. 

 

Σε συμφωνία με τις παραπάνω βιβλιογραφικές αναφορές, το Scml2 εντοπίστηκε στο 

σωμάτιο ΧΥ μειωτικών σπερματοκυττάρων, στο στάδιο λεπτοταινίας-πρώιμης παχυταινίας 

νεαρών ποντικών 17 ημερών και ώριμων ποντικών (σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων I-

ΙV και V-VIII). Ο εντοπισμός του σε στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς 

σπερματίδες (σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίου VIII-X) είναι κάτι που δεν αναφέρεται ως 

τώρα στη βιβλιογραφία, εκτός από τη δημοσίευση των Luo et al., 2015(217). Για την 

αποτύπωση της κατανομής του σε σπερματοφόρα σωληνάρια σταδίων VIII-X χρειάστηκε 

αύξηση του χρόνου μονιμοποίησης των δειγμάτων. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι ίσως η πρωτεΐνη αυτή να υπάρχει σε μικρότερες ποσότητες στις 

απλοειδείς σπερματίδες, από τα μειωτικά σπερματοκύτταρα.  

Το Dazl (Deleted in Azoospermia-Like) συναντάται σε αρσενικά και θηλυκά 

γαμετοκύτταρα. Βρίσκεται επίσης στο κυτταρόπλασμα βλαστικών κυττάρων, όπου 

συνδέεται με τη μεταγραφική ρύθμιση των Sox2, Mvh και Oct3/4(219). Αποτελεί ένα 

παράγοντα προώθησης των μειωτικών διαιρέσεων, ο οποίος είναι απαραίτητος για τη 

μειορύθμιση γονιδίων που σχετίζονται με την πολυδυναμία(220). Στα πρόδρομα γαμετικά 

κύτταρα ενεργοποιείται μετά από μετατροπή του 5’mC (5’ methylated cytosine) σε 5’hmC 

(5’ hydroxyl-methylated cytosine), μέσω των ΤΕΤ1/ΤΕΤ2(221). Δρα ως θετικός μετα-
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μεταγραφικός ρυθμιστής της γονιδιακής έκφρασης σε γονίδια όπως είναι τα PIWIL2, 

TDRD9, DNMT1, DNMT3B, ATM, DMRT1, NXF2, SOHLH2, SOX3, PLZF/ZBTB16 και 

TAF4B(222). Η υπερέκφρασή του σε mGSC’s τα οποία προέρχονται από κατσίκες 

γαλακτοπαραγωγικών φυλών (dairy goat male Germline Stem Cells) βρέθηκε να 

επηρεάζει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με τη μειωτική διαίρεση, όπως είναι τα 

STRA8, SCP3, CDC25A, CDC2 και VAS(223). 

Για τους λόγους που προαναφέρθηκαν, πραγματοποιήθηκε έμμεσος 

ανοσοφθορισμός με τη χρήση δυο διαφορετικών αντισωμάτων, ώστε να αποτυπωθεί το 

πρότυπο κατανομής και αυτού του παράγοντα σε όρχεις ποντικού. Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 70, το Dazl είναι κυτταροπλασματικό σε σπερματογόνια ποντικού 17 ημερών 

(πάνω αριστερά, κόκκινα βέλη). Στους ενήλικους ποντικούς εντοπίστηκε στον πυρήνα 

στρογγυλών και επιμηκυνόμενων απλοειδών σπερματίδων (στάδια VIII-X, κάτω σειρά, 

στο κέντρο), όπως ακριβώς και η H3T3ph. 

 

 
Εικόνα 70. Ο υποκυτταρικός εντοπισμός του Dazl σε όρχεις νεαρού (24dpp) και ενήλικου (adult) ποντικού, 

μετά από δοκιμασίες έμμεσου ανοσοφθορισμού. Αριστερά (πάνω σειρά) διακρίνονται διαφοροποιούμενα 

σπερματογόνια στο περιθώριο ενός σωληναρίου. Με κόκκινα βέλη σημειώνεται το Dazl και με πράσινα το 

Scml2. Οι υπόλοιπες εικόνες δείχνουν τον εντοπισμό του στους ενήλικους ποντικούς. Στο κέντρο της κάτω 

σειράς φαίνεται η χρώση σε απλοειδείς σπερματίδες βήματος 8-10 (στάδια VIII-X). Για την χρώση του DNA 

χρησιμοποιήθηκε TO-PRO 3. Scale bars 20μm. 

 

Η συνύπαρξη της H3T3ph και της τριπλής τροποποίησης PMM, με το Scml2 και το 

Dazl στις ευχρωματινικές περιοχές όψιμων στρογγυλών και επιμηκυνόμενων απλοειδών 

σπερματίδων επιβεβαιώνει την υπόθεση ότι η Haspin είναι δυνατόν να συμμετέχει στον 
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έλεγχο της έκφρασης ειδικών για τη σπερματογένεση γονιδίων στα κύτταρα όπου 

εκφράζεται. Συνηγορητικά προς τα παραπάνω, τόσο η υπερέκφραση όσο και η απαλοιφή 

του γονιδίου της Haspin σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ποντικού επηρεάζει την 

έκφρασή τους (εικ. 71).  

 

 
Εικόνα 71. Η υπερέκφραση (OE, overexpression) και η απαλοιφή (KO, knockout) του γονιδίου της Haspin 

επηρεάζουν την έκφραση των ειδικών για τη σπερματογένεση γονιδίων Scml2 και Dazl. Τα διαγράμματα 

δείχνουν τα σχετικά επίπεδα mRNA των Scml2 και Dazl σε κλώνους Haspin KO και ΟΕ, όπως αυτά 

καταγράφηκαν με ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (qPCR). Στην εικόνα συμπεριλαμβάνεται το τυπικό 

σφάλμα (standard error bars) και οι τρεις αστερίσκοι αντιστοιχούν σε p≤0.001. (Τα πειράματα qPCR 

πραγματοποιήθηκαν από τη Δρ. Σουψανά Αικατερίνη).   

 

3.5. Η Haspin ως ρυθμιστής της σπερματογένεσης 

3.5.1. Τα εκχυλίσματα ολικών ιστονών από ιστό όρχεως ενήλικου ποντικού 

φέρουν τις τροποποιήσεις H3T3ph, H3T3phK4me3R8me2 και H3K4me3R8me2 

Στη συνέχεια εξετάστηκε η παρουσία συνδυασμών του μοτίβου PMM, καθώς επίσης και 

άλλων τροποποιήσεων του αμινο-τελικού άκρου της ιστόνης Η3 π.χ. H3Q5ser, Η3Τ6ph, 

H3K9me3, H3S10ph, H3T11ph(201, 224, 225), οι οποίες μπορεί να συμμετέχουν στον έλεγχο 

της γονιδιακής έκφρασης κατά τη σπερμιογένεση. Στα πλαίσια της διερεύνησης της 

υπόθεσης εργασίας πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης από 

εκχυλίσματα ολικών ιστονών ιστού όρχεως ενήλικου ποντικού.  

Ως ένα πρώτο βήμα προς την κατεύθυνση αυτή απομονώθηκαν πυρήνες από 

ποντικούς ηλικίας 17 ημερών και ενήλικους ποντικούς, οι οποίοι στη συνέχεια 

υποβλήθηκαν σε δοκιμασίες εκχύλισης ολικών ιστονών. Όπως αναφέρθηκε και σε 

προηγούμενο κεφάλαιο οι νεαροί ποντικοί αυτής της ηλικίας (17dpp) βρίσκονται στην 

πρόφαση της μειωτικής διαίρεσης και άρα τα μόνα κύτταρα που φέρουν τις τροποποιήσεις 

H3T3ph και H3T3phK4me3R8me2 είναι τα μιτωτικά. Αντίθετα, στους ενήλικους ποντικούς 

η ανάπτυξη του επιθηλίου έχει ολοκληρωθεί και επομένως υπάρχουν όλοι οι κυτταρικοί 

τύποι που φέρουν τα παραπάνω μοτίβα (προ-μειωτικοί, μειωτικοί και μετα-μειωτικοί). Από 

τις τεχνικές που δοκιμάστηκαν επιλέχθηκε η μέθοδος απομόνωσης με 0.5Ν HCl, έναντι 
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των υπόλοιπων (0.4Ν H2SO4 ή 2.5M NaCl), καθώς είχε την καλύτερη απόδοση σε 

ποσοστό απομονωμένων ολικών ιστονών στο διαλυτό κλάσμα (υπερκείμενο έναντι 

αδιάλυτου ιζήματος).  

Στην εικόνα 72 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης κατά 

Western σε εκχυλίσματα ολικών ιστονών νεαρών και ενήλικων ποντικών. Τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών έδειξαν πως οι υπό μελέτη τροποποιήσεις 

διατηρούνται σε συνθήκες όξινης εκχύλισης, σε όλους τους κυτταρικούς πληθυσμούς που 

εξετάστηκαν (όρχεις ποντικών 17dpp και ενήλικων ποντικών). Στο σημείο αυτό θα πρέπει 

να σημειωθεί ότι ένα ποσοστό του σήματος προέρχεται και από μιτωτικά διαιρούμενα 

σωματικά κύτταρα εντός του επιθηλίου του όρχεως, όπως είναι τα Sertoli, τα Leydig, τα 

αγγειακά επιθηλιακά κ.α. Ωστόσο, ο αριθμός των κυττάρων αυτών είναι κατά πολύ 

μικρότερος σε σύγκριση με αυτόν των γαμετικών κυττάρων.  

 

 

Εικόνα 72. Εκχύλιση ολικών ιστονών από πυρήνες ιστού όρχεως ενήλικου και νεαρού (17dpp) ποντικού με 

HCl. Η ανοσοαποτύπωση κατά Western έδειξε πως οι υπό μελέτη τροποποιήσεις διατηρούνται σε συνθήκες 

όξινης εκχύλισης. Συντομογραφίες: m: marker, T: total acid extracts from adult testes, εκχυλίσματα ολικών 

ιστονών από όρχεις ενήλικου ποντικού, t: total acid extracts from 17dpp mouse testes, εκχυλίσματα ολικών 

ιστονών από όρχεις νεαρού ποντικού (17dpp). Με βέλος σημειώνεται η θέση της ιστόνης Η3. 
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Ως μέσο τεχνικού ελέγχου του πειραματικού σχεδιασμού, με σκοπό την επιβεβαίωση 

των αποτελεσμάτων και της αναπαραγωγιμότητάς τους, κύτταρα που δε διαθέτουν 

λειτουργικό γονίδιο της Haspin (KO cells) αλλά και κύτταρα της πατρικής σειράς Ε14 

υποβλήθηκαν στην ίδια διαδικασία όξινης εκχύλισης ολικών ιστονών. Στην 

ανοσοαποτύπωση κατά Western συμπεριλήφθηκαν επιπλέον τα παρακάτω δείγματα: Α) 

ανασυνδυασμένη ιστόνη Η3 (μη τροποποιημένη) και β) δείγμα της ίδιας ιστόνης, από το 

οποίο απουσίαζαν τα πρώτα 27 αμινοξέα (εικ. 73Α). Όπως φαίνεται και στην εικόνα 73Β, 

τα κύτταρα που δεν διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο της Haspin δεν φέρουν την 

τροποποίηση H3T3ph, παρόλο που η ιστόνη Η3 βρίσκεται στο κλάσμα πρωτεϊνών που 

απομονώθηκαν (CBB core histones έναντι WB aP3). Ακόμη, είναι εμφανές ότι το 

aH3T3ph αντίσωμα αναγνωρίζει σε κάποιο βαθμό και τη μη τροποποιημένη ιστόνη Η3 

(WB aH3T3ph, Ε14 έναντι recH3). Αντίθετα, φαίνεται πως δεν αναγνωρίζει τη μη 

τροποποιημένη ιστόνη Η3, από την οποία απουσιάζουν τα 27 πρώτα αμινοξέα (WB 

aH3T3ph, Ε14 έναντι recH3 και recH3tls). 

 

 

Εικόνα 73. Εκχύλιση ολικών ιστονών από σειρές εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων. Η ανοσοαποτύπωση 

κατά Western έδειξε πως στα Haspin KO κύτταρα, ενώ η ιστόνη Η3 βρίσκεται στο απομονωθέν κλάσμα, η Τ3 
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δεν είναι φωσφορυλιωμένη. Ακόμη, το aH3T3ph αντίσωμα αναγνωρίζει και ένα ποσοστό της μη 

τροποποιημένης ιστόνης Η3. Συντομογραφίες: m: marker, Ε14: πατρική κυτταρική σειρά, κύτταρα ελέγχου 

Ε14, Haspin KO: κλώνος που δε διαθέτει λειτουργικό γονίδιο της Haspin. Με βέλος σημειώνεται η θέση της 

ιστόνης Η3, με * η ανασυνδυασμένη ιστόνη Η3 (recH3) και με ** η ανασυνδυασμένη Η3, από την οποία 

απουσιάζουν τα 27 πρώτα αμινοξέα. Οι σειρές εμβρυονικών βλαστικών κυττάρων Ε14 και Haspin KO 

κατασκευάστηκαν από τους Δρ. Ελευθερία Καράνικα και Δρ. Κατερίνα Σουψανά. 

 

3.5.2. Τα κύτταρα του όρχεως είναι δυνατόν να φέρουν υποπληθυσμούς 

νουκλεοσωμάτων με εναλλαγές τροποποιήσεων φωσφωρυλίωσης-

μεθυλίωσης, στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3 

Στα πειράματα ανοσοκατακρήμνισης έγινε χρήση των ειδικών αντι-πεπτιδικών 

αντισωμάτων που έχουν παραχθεί στο εργαστήριό μας και αναγνωρίζουν τις παραπάνω 

τροποποιήσεις (H3T3ph, H3T3phK4me3R8me2 H3K4me3R8me2). Σκοπός ήταν να 

αναγνωριστούν συνδυασμοί τροποποιήσεων στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3 από 

εκχυλίσματα ολικών ιστονών κυττάρων του όρχεως που έφεραν τα υπό μελέτη 

νουκλεοσώματα (εικ. 74Α). Η ανάλυση των αποτελεσμάτων και η εξαγωγή συμπερασμάτων 

έγινε σε συνδυασμό με τις δοκιμασίες ELISA και ανταγωνιστικής ELISA, για τον έλεγχο της 

ειδικότητας του aPMM αντισώματος με συνθετικά πεπτίδια που φαίνεται στην εικόνα 63. 

Αρχικά, έγινε εκχύλιση ολικών ιστονών από ιστό όρχεως ενήλικου ποντικού. Το 

τελικό προϊόν διαχωρίστηκε σε υπερκείμενο και ίζημα μέσω φυγοκέντρησης (εικ. 74Α, S 

έναντι P) και προετοιμάστηκε όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 2.2.4.  

Όπως φαίνεται και στην εικόνα 74Β (WB aΗ3T3ph), το aH3T3ph αντίσωμα 

αναγνωρίζει το προϊόν της ανοσοκατακρήμνισης με το aPMM και ασθενώς αυτό που 

προέρχεται από το aM4M8. Αντίστοιχα, το aPMM αντίσωμα (εικόνα 74Β, WB aPΜΜ) 

αντέδρασε ισχυρά με τα προϊόντα της ανοσοκατακρήμνισης που προέρχονται από το 

aM4M8 αντίσωμα και ασθενέστερα με το κλάσμα που προερχόταν από το aH3T3ph 

αντίσωμα. Το aM4M8 αντίσωμα (εικόνα 74Β, WB aΜ4Μ8) αντέδρασε ισχυρά με τα 

προϊόντα της ανοσοκατακρήμνισης που προέρχονται από το aPMM αντίσωμα και 

λιγότερο με αυτό που προερχόταν από το aH3T3ph αντίσωμα. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν 

έχουν διαφορετική ισχύ πρόσδεσης με τα υποστρώματα τους. Όπως φαίνεται και στην 

εικόνα 74Β, ενώ τα αντισώματα είναι ισόποσα κατανεμημένα στα δείγματα (με * 

σημειώνονται οι βαριές αλυσίδες των αντισωμάτων), η ένταση του σήματος στην 

ανοσοαποτύπωση κατά Western διαφέρει. Ακόμη, θα πρέπει να ληφθεί υπόψιν ότι τα 

αντισώματα αποτελούνται από μικτούς υποπληθυσμούς. Το aΗ3Τ3ph αντίσωμα π.χ. 

αναγνωρίζει και τη μη τροποποιημένη ιστόνη Η3 (εικ. 73), ενώ το aPMM αναγνωρίζει 

ειδικά και την Η3Τ3phK4me3R8 τροποποίηση (εικ. 63).  
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Εικόνα 74. Προσδιορισμός συνδυασμών τροποποιήσεων του αμινο-τελικού άκρου της ιστόνης H3 στα 

κύτταρα του όρχεως. A. Εκχύλιση ολικών ιστονών από ιστό όρχεως με τη χρήση οξέος και ανάλυση με SDS-

PAGE (CBB). Με S σημειώνεται το υπερκείμενο που υποβλήθηκε σε ανοσοκατακρήμνιση και με P το ίζημα. 

Β. Δοκιμασίες ανοσοκατακρήμνισης (ΙΡ) και ανοσοαποτύπωσης κατά Western (WB) με αντισώματα έναντι 

των Η3Τ3ph, H3T3phK4me3R8me2 (aPΜΜ) και H3K4me3R8me2 (aΜ4Μ8). Τα ίδια αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν και για την ανοσοαποτύπωση κατά Western. Με βέλος σημειώνεται η θέση της ιστόνης Η3 

και με αστερίσκο οι βαριές αλυσίδες των αντισωμάτων. Το ΝΙ αντιπροσωπεύει τον αρνητικό μάρτυρα (pre-

immune serum). C. Οι πιθανοί συνδυασμοί τροποποιήσεων του αμινο-τελικού άκρου της ιστόνης Η3 και τα 

αντισώματα που τις αναγνωρίζουν. Το κόκκινο πλαίσιο αντιστοιχεί στο aH3T3ph, το μωβ στο aPMM και το 

κόκκινο στο aM4M8.  

 

Σύμφωνα με τα παραπάνω, τα προϊόντα της ανοσοκατακρήμνισης περιέχουν μικτούς 

πληθυσμούς πεπτιδίων. Αρχικά, επιβεβαιώνεται η παρουσία των τριών βασικών 

τροποποιήσεων, δηλαδή της Η3Τ3ph, της H3T3phK4me3R8me2 και της H3K4me3R8me2. 

Επιπλέον, σε κάποιο βαθμό, στα δείγματα περιέχεται και μη-τροποποιημένη ιστόνη Η3 

(Η3Τ3Κ4R8), όπως επίσης και H3T3phK4me3R8. Το γεγονός ότι το aM4M8 αναγνωρίζει 

το προϊόν της ανοσοκατακρήμνισης με το aP3 αντίσωμα, ενώ το αντίστροφο συμβαίνει σε 

πολύ μικρό βαθμό υποδηλώνει ότι τα πεπτίδια που φέρουν τις μεθυλιώσεις, είναι δυνατόν 

να έχουν φωσφορυλιωμένη και την Τ3. Αντίθετα, τα πεπτίδια που φέρουν την H3T3ph 
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είναι δυνατόν να έχουν ταυτόχρονα: α) και τις δυο μεθυλιώσεις (H3T3phK4me3R8me2-

μοτίβο PMM), β) μεθυλιωμένη την Κ4 (Η3Τ3phK4me3R8-αναγνωρίζεται από το aPMM) 

και γ) με μικρότερη πιθανότητα τον συνδυασμό H3T3phK4R8me2. Οι πιθανοί συνδυασμοί 

τροποποιήσεων παρουσιάζονται στην εικόνα 74C. Για την εξακρίβωση της υπόθεσης 

αυτής, εκχυλίσματα ολικών ιστονών από ιστό όρχεως ενήλικου ποντικού θα υποβληθούν 

σε ανάλυση με φασματοσκοπία μάζας, στις εγκαταστάσεις συνεργαζόμενου εργαστηρίου.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

4. Συζήτηση 
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4.1 Η ταυτοποίηση των σταδίων ανάπτυξης του επιθηλίου του όρχεως 

με τη χρήση τομών κρυοστάτη 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκε συνδυασμός μελετών για τον 

καθορισμό των σταδίων του κύκλου του σπερματοφόρου επιθηλίου σε τομές κρυοστάτη. 

Η κατηγοριοποίηση στις τέσσερις γενικές ομάδες που παρουσιάστηκαν έγινε λαμβάνοντας 

υπόψη 1) μορφολογικές παρατηρήσεις σε συνεστιακό μικροσκόπιο, 2) τεχνικούς 

περιορισμούς της μεθοδολογίας που υιοθετήθηκε και 3) την πορεία της διαφοροποίησης 

βάσει της βιβλιογραφίας. 

Η σπερματογένεση στο ενήλικο ποντίκι είναι μια συνεχής διαδικασία. Τα 

σπερματογόνια διαιρούνται μιτωτικά και διαφοροποιούνται ώστε να προκύψουν τα (προ-

λεπτοταινικά) σπερματοκύτταρα. Αυτά με την σειρά τους διέρχονται από μία εκτεταμένη 

χρονικά πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης για να καταλήξουν ως πρωτογενή και 

δευτερογενή σπερματοκύτταρα αντίστοιχα, μετά το τέλος των δύο μειωτικών διαιρέσεων. 

Από το σημείο αυτό και έπειτα, οι πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες (βήματα 1-7) 

ωριμάζουν σταδιακά, διαμέσου της διαδικασίας που αποκαλείται σπερμιογένεση, σε 

ώριμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες σπερματίδες (βήματα 8-10). Η καταληκτική φάση 

της πορείας αυτής δίνει τις ώριμες επιμηκυνόμενες σπερματίδες (βήματα 11-16) και τελικά 

τα σπερματοζωάρια που απελευθερώνονται στον αυλό των σωληναρίων. Συνεπώς, η 

πορεία της διαφοροποίησης του σπέρματος είναι φαινομενικά κυκλική. Εντός του 

πλαισίου των σπερματοφόρων σωληναρίων τα διαφοροποιούμενα κύτταρα μετακινούνται 

από τη βασική μεμβράνη (εξώτερο τμήμα) προς τον αυλό. Επιπλέον, καινούρια κύτταρα 

εισέρχονται στην πορεία της διαφοροποίησης συγχρονισμένα χρονικά, σε καθορισμένες 

θέσεις (κοντά στη βασική μεμβράνη των σωληναρίων). Με τον τρόπο αυτό, οι ίδιοι τύποι 

κυττάρων βρίσκονται σε διαφορετικούς μεταξύ τους συσχετισμούς, σε όλα τα στάδια 

ανάπτυξης του επιθηλίου(163).  

Τέσσερις γενιές κυττάρων διαφοροποιούνται διαδοχικά, η μια κάτω από την άλλη και 

εποικίζουν το επιθήλιο. Η απελευθέρωση του ώριμου σπέρματος (4η γενιά, εικ. 75) στον 

αυλό των σωληναρίων, κατά το στάδιο VIII, αποτελεί σήμα για την ολοκλήρωση της 

πορείας της σπερμιογένεσης για την προηγούμενη γενιά (πρώιμες στρογγυλές 

σπερματίδες βήματος 7, 3η γενιά), με τη μετάβαση από τις κανονικές ισομορφές των 

ιστονών στις νούκλεο-πρωταμίνες. Αυτό πρακτικά σημαίνει ότι τα σπερματοκύτταρα (2η 

γενιά) θα οδηγηθούν στο τέλος των μειωτικών διαιρέσεων, ώστε να προκύψει η επόμενη 

γενιά απλοειδών σπερματίδων και τα σπερματογόνια (1η γενιά) θα εισέλθουν στη φάση 

της προλεπτοταινίας (προ-μειωτικό στάδιο). Στην εικόνα 76 απεικονίζονται οι συσχετισμοί 

αυτών των κυτταρικών τύπων στο επιθήλιο του όρχεως.  
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Εικόνα 75. Ώριμα σπερματοζωάρια ενήλικου 

ποντικιού με πλήρως σχηματισμένη ουρά. Εικόνα 

από συνεστιακό μικροσκόπιο. Η χρώση πυρήνα-

κεφαλής έγινε με TO-PRO 3. Η ουρά απεικονίζεται 

στο DIC. Scale bar 20μm.  

 

 

 

 

Εικόνα 76. Οι σχετικές θέσεις των 

τεσσάρων γενεών-κυτταρικών σειρών στο 

επιθήλιο του όρχεως. Τα αδιαφοροποίητα 

σπερματογόνια εντοπίζονται κοντά στη 

βασική μεμβράνη του σωληναρίου (κάτω), 

ενώ τα ώριμα σπερματοζωάρια κοντά στον 

αυλό (πάνω). H χρώση του DNA έγινε με 

Propidium Iodide. Scale bar 20μm.  

 

Συγκριτικό πλεονέκτημα της χρήσης τομών παραφίνης, π.χ. με χρώση PAS, 

αιματοξυλίνης κτλ. είναι η δυνατότητα παρατήρησης της μορφολογίας του ακροσωμικού 

κυστιδίου στις απλοειδείς σπερματίδες και η χρήση του για τον προσδιορισμό του 

αναπτυξιακού σταδίου. Η μέθοδος αυτή παρέχει επιπλέον τη βέλτιστη διατήρηση της 

μορφολογίας του ιστού, όπως επίσης και τη δυνατότητα διάκρισης μεταξύ ορισμένων 

τύπων σπερματογονίων. Παρόλα αυτά προκύπτουν εγγενείς περιορισμοί, όπως είναι η 

αδυναμία ανοσοϊστοχημικής χρώσης, σε συνδυασμό με τη μέθοδο PAS ή η δυσχέρεια 

στην ταυτοποίηση σταδίων σε περιπτώσεις απουσίας κυτταρικών τύπων. Κάτι τέτοιο 

συμβαίνει π.χ. σε νεαρά ή γενετικά τροποποιημένα ποντίκια(162). Αντίθετα, οι τομές 

κρυοστάτη, ενώ είναι λιγότερο σταθερές, διατηρούν καλύτερα τους επιτόπους και 

επομένως διευκολύνουν την εφαρμογή μεθόδων ανίχνευσης με ανοσοϊστοχημεία και τη 

χρήση μικροσκοπίας. Επιπλέον, περιορίζεται ο χρόνος προετοιμασίας των 

παρασκευασμάτων και τα ενδιάμεσα βήματα που απαιτούνται για την οπτικοποίησή τους. 

Τέλος, η ταχεία ψύξη με τη χρήση υγρού αζώτου περιορίζει τη δημιουργία κρυστάλλων 

εντός των ιστών και βελτιώνει την μορφολογία τους(226). 
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4.2 Η παρουσία της Haspin στη σπερματογένεση 

Τα δεδομένα που παρουσιάστηκαν μέχρι τώρα αναδεικνύουν την πολύπλευρη λειτουργία 

της Haspin στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα και τους αρσενικούς γαμέτες. Κατά τη 

διάρκεια της παρούσας διατριβής μελετήθηκε ο ρόλος της μιτωτικής αυτής κινάσης με 

τεχνικές έμμεσου ανοσοφθορισμού, ανταγωνιστικής αναστολής, συνεστιακής 

μικροσκοπίας και ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης. Η απουσία λειτουργικού 

αντισώματος έναντι της Haspin οδήγησε στoν έμμεσο έλεγχο της παρουσίας της, 

διαμέσου της φωσφορυλίωσης που αυτή καταλύει. Από τη στιγμή που η H3T3ph αποτελεί 

τμήμα της τριπλής τροποποίησης PMM (H3T3phK4me3R8me2), μελετήθηκε παράλληλα 

και η κατανομή του μοτίβου αυτού στους ίδιους κυτταρικούς τύπους. 

Αρχικά, ταυτοποιήθηκε η παρουσία της H3T3ph σε μιτωτικά διαιρούμενα 

σπερματογόνια, τόσο κατά το πρώτο κύμα της σπερματογένεσης, όσο και στους 

ενήλικους πληθυσμούς. Η τροποποίηση αυτή δεν ανιχνεύτηκε σε μειωτικά 

σπερματοκύτταρα κατά την πρόφαση Ι ή κατά τη διακίνηση της μειωτικής διαίρεσης, αλλά 

σε κυτταρικούς πληθυσμούς από τη μετάφαση Ι έως και το τέλος της δεύτερης μειωτικής 

διαίρεσης. Μετά από ένα διάστημα απουσίας κατά τον κύκλο ωρίμανσης του επιθηλίου 

του όρχεως, εντοπίστηκε σε περιοχές «χαλαρής» χρωματίνης απλοειδών σπερματίδων 

βήματος 8-10, πριν την έναρξη της υπερ-συμπύκνωσης του γενετικού υλικού στην κεφαλή 

του ώριμου σπέρματος. Ταυτόχρονα με τα παραπάνω, επιβεβαιώθηκε η παρουσία του 

μοτίβου PMM σε μιτωτικά και μειωτικά διαιρούμενα κύτταρα, όπως επίσης και σε μετα-

μειωτικές απλοειδείς σπερματίδες βήματος 5-10. Παρόλα αυτά είναι πιθανό η Haspin να 

φωσφορυλιώνει οποιαδήποτε από τις ισομορφές Η3.1, Η3.3 ή Η3t της ιστόνης Η3, αφού η 

αλληλουχία τους είναι ταυτόσημη στα 24 πρώτα αμινοξέα. Επιπλέον, οι ισομορφές αυτές 

εκφράζονται στο χρονικό διάστημα που ανιχνεύτηκε η H3T3ph (βλέπε εικ. 5). 

Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η έκφραση της Haspin 

υπόκειται σε χρονικό έλεγχο κατά τη διάρκεια της σπερματογένεσης. Σύμφωνα με τα 

στάδια που μελετήθηκαν είναι παρούσα σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια. Μετά 

από ένα διάστημα απουσίας, κατά την πρόφαση Ι, ενεργοποιείται σε μειωτικά διαιρούμενα 

σπερματοκύτταρα και η λειτουργία της καταστέλλεται ξανά, μετά την ολοκλήρωση των 

διαιρέσεων. Στις πρώιμες απλοειδείς σπερματίδες βήματος 1-7 δεν εκφράζεται. Ωστόσο, η 

παρουσία της H3T3ph σε όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς σπερματίδες 

βήματος 8-10 δείχνει ότι ενεργοποιείται ξανά για ένα καθορισμένο χρονικό διάστημα σε 

κάποια στάδια της σπερμιογένεσης.  

Η ρύθμιση της έκφρασης της Haspin είναι δυνατόν να ασκείται σε μεταγραφικό, 

μεταφραστικό ή σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Ο προοδευτικός εκφυλισμός του μεταγραφικού 

μηχανισμού κάνει πιο ελκυστική την πιθανότητα ελέγχου στο πρωτεϊνικό επίπεδο κατά τη 
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σπερμιογένεση. Οι απλοειδείς σπερματίδες αποθηκεύουν mRNA και πρωτεΐνες με σκοπό 

να τις χρησιμοποιήσουν είτε στα τελευταία στάδια της σπερμιογένεσης, είτε μετά τη 

γονιμοποίηση. Επιπρόσθετα, οι απλοειδείς σπερματίδες, οι οποίες προέρχονται από το 

ίδιο πατρικό κύτταρο, συνδέονται μεταξύ τους μέσω κυτταροπλασματικών γεφυρών (ring 

canals). Μέσω αυτών ανταλλάσουν mRNA, σηματοδοτικά μόρια και οργανίδια (π.χ. 

chromatoid body)(227, 228). Ένα επιπλέον στοιχείο είναι το γεγονός ότι η φωσφατάση PP1γ 

που είναι υπεύθυνη για την αποφωσφορυλίωση της Haspin στα σωματικά κύτταρα 

εκφράζεται στα σπερματογόνια με την ισομορφή PP1γ1 και στα μειωτικά 

σπερματοκύτταρα και τις απλοειδείς σπερματίδες με την ειδική για τον όρχι ισομορφή 

PP1γ2(229-231). Επομένως, είναι λογική υπόθεση ότι ίσως να ρυθμίζει και την 

ενεργοποίηση/απενεργοποίηση της υπό μελέτη κινάσης, μέσω αυτών των ισομορφών. Τα 

δεδομένα αυτά όμως δεν αποκλείουν τη ρύθμιση στο επίπεδο της μεταγραφής, αφού σε 

όλη τη διάρκεια της σπερματογένεσης παρατηρούνται στάδιο-ειδικές μεταβολές στη 

γονιδιακή έκφραση σε όλους τους κυτταρικούς τύπους(232-234). Μία ακόμη πιθανή εξήγηση 

είναι ότι ενώ εκφράζεται σε όλη τη διάρκεια της σπερματογένεσης, το καταλυτικό της 

κέντρο παραμένει ανενεργό, μέσω στερεοχημικής παρεμπόδισης (HBIS, φωσφορυλίωση 

από την Plk1, την CDK1 κτλ.), στα χρονικά διαστήματα όπου η λειτουργία της δεν είναι 

απαραίτητη. Η παρουσία της σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια και η απουσία της 

από μεσοφασικά συμφωνεί με ό,τι έχει περιγραφεί για τα σωματικά κύτταρα. Ακόμη, με 

τον τρόπο αυτό μπορεί να εξηγηθεί η απουσία της H3T3ph στο διάστημα από την 

πρόφαση Ι έως τη διακίνηση, αφού η προστασία της συνοχής διαμεσολαβείται από το 

αμινο-τελικό της άκρο και όχι από το καταλυτικό καρβοξυ-τελικό της τμήμα. 

 

4.2.1. Τα μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια 

Η H3T3ph απουσίαζε από τα διαφοροποιημένα και τα αδιαφοροποίητα μεσοφασικά 

σπερματογόνια. Αντίθετα, κατά τη μιτωτική διαίρεση των κυττάρων αυτών τόσο η H3T3ph, 

όσο και το μοτίβο PMM μπορούσαν να ανιχνευθούν με ακρίβεια. Η κατανομή της 

παρουσίασε πρότυπο όμοιο με αυτό που έχει περιγραφεί για τα σωματικά κύτταρα(88, 93). 

Όπως φαίνεται και στις εικόνες 43-44, καταλάμβανε το σύνολο του χρωμοσωμικού 

βραχίονα στα πρώτα στάδια της μίτωσης και τις περικεντρομεριδιακές περιοχές στα 

επόμενα, χωρίς όμως να απουσιάζει εντελώς από τους βραχίονες.  

Ομοίως τόσο η INCENP, όσο και η Aurora B βρίσκονται στα κεντρομερίδια και τους 

βραχίονες των χρωμοσωμάτων κατά την πρόφαση της μιτωτικής διαίρεσης των 

σπερματογονίων. Στη μετάφαση ανιχνεύονται στα κεντρομερίδια, με ένα υπολειπόμενο 

ποσοστό να βρίσκεται και στους βραχίονες των συμπυκνωμένων χρωμοσωμάτων. Κατά 
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την ανάφαση και την τελόφαση οι δύο υπομονάδες του CPC βρίσκονται στη ζώνη 

αποκοπής και στο μεσόσωμα αντίστοιχα(186). Η Survivin, αν και στο ποντίκι εκφράζεται 

κυρίως σε μειωτικά διαιρούμενα σπερματοκύτταρα, ανιχνεύεται στον αρουραίο σε 

μικρότερο ποσοστό και σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια(188, 189). Ακόμη, η 

topoisomerase IIα εντοπίζεται στα κεντρομερίδια σπερματογονίων κατά την G2/M(184). 

Λαμβάνοντας υπόψη το πρότυπο κατανομής της φωσφωρυλίωσης που καταλύεται από 

την Haspin, είναι πιθανό η υπό μελέτη κινάση να εκφράζεται μόνο κατά τη διάρκεια της 

μιτωτικής διαίρεσης των σπερματογονίων και όχι κατά τη μεσόφαση, όπως συμβαίνει 

δηλαδή και στα σωματικά κύτταρα. Συνυπολογίζοντας τη θέση των υπομονάδων του 

CPC, της topoisοmerase IIα αλλά και της φωσφατάσης PP1γ φαίνεται πως η δράση της 

Haspin στα σπερματογόνια είναι όμοια με αυτήν που παρουσιάζει στη μίτωση των 

σωματικών κυττάρων. Συνεπώς, η Haspin στα προ-μειωτικά σπερματογόνια πιθανόν να 

ρυθμίζει την προσέλκυση του CPC στα κεντρομερίδια και την προστασία των αδελφών 

χρωματίδων από πρόωρη απελευθέρωση μέσω της φωσφορυλιωμένης θρεονίνης 3 της 

ιστόνης Η3. 

 

4.2.2. Τα μειωτικά διαιρούμενα σπερματοκύτταρα 

Αμέσως μετά τη στοιβάδα των σπερματογονίων, στο εσωτερικό των σπερματοφόρων 

σωληναρίων βρίσκονται τα σπερματοκύτταρα που διανύουν τη μειωτική φάση (εικόνα 73). 

Όπως φαίνεται και στις εικόνες 35Α και 36Α, τα σπερματοκύτταρα που διανύουν 

την πρόφαση Ι ανιχνεύονται σε όλα τα στάδια ανάπτυξης του επιθηλίου, ενώ οι φάσεις 

από τη μετάφαση Ι έως και την ολοκλήρωση της μειωτικής διαίρεσης λαμβάνουν χώρα 

στο στάδιο ΧΙΙ.  

Τα πειράματα έμμεσου ανοσοφθορισμού έδειξαν ότι η H3T3ph, απουσίαζε από τα 

σπερματοκύτταρα κατά την πρόφαση Ι. Ωστόσο, μια πιο ενδελεχής μελέτη σε σωληνάρια 

σταδίου ΧΙΙ αποκάλυψε πως η H3T3ph ανιχνεύεται σε σπερματοκύτταρα που βρίσκονται 

από τη μετάφαση Ι έως τη μετάφαση/ανάφαση ΙΙ. Η Η3Τ3ph δεν ανιχνεύτηκε επίσης κατά 

το στάδιο της διακίνησης. Κατά την πρώτη μειωτική διαίρεση βρέθηκε στις 

περικεντρομεριδιακές περιοχές, αλλά και σε όλο το μήκος των βραχιόνων των ομόλογων 

χρωμοσωμάτων. Το πρότυπο αυτό φαίνεται να περιορίζεται προοδευτικά από την 

ανάφαση Ι έως την τελόφαση Ι. Μεταξύ των δύο μειωτικών διαιρέσεων, αλλά και κατά τη 

δεύτερη διαίρεση, ανιχνεύτηκε μόνο στις περικεντρομεριδιακές περιοχές. Ανάλογα ήταν 

και τα αποτελέσματα για το μοτίβο PMM. Το πρότυπο κατανομής της Η3Τ3ph στη μείωση 

(εικ. 52) είναι όμοιο με αυτό που έχει περιγραφεί για ορισμένα φυτικά κύτταρα (Secale 

cereal, Caperta et al., 2008235).  
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Η RNA πολυμεράση ΙΙ μεταγράφει περιοχές της περικεντρομεριδιακής 

ετεροχρωματίνης (repetitive elements), με τη βοήθεια του DICER (RNAi mediated 

silencing pathway) από το στάδιο της διπλοταινίας (πρόφαση Ι) έως την πρώτη μειωτική 

διαίρεση, όχι όμως και στη δεύτερη(201). Ταυτόχρονα, κατά την έναρξη της μιτωτικής 

διαίρεσης η Η3T3ph προκαλεί παύση της μεταγραφικής δραστηριότητας διαμέσου της 

αποσύνδεσης των παραγόντων TFIID και TAF3 από την παρακείμενη τρι-μεθυλιωμένη 

λυσίνη 4(236).  

Η topoisοmerase IIα ρυθμίζει τη συμπύκνωση των χρωμοσωμάτων και τη λύση των 

χιασμάτων κατά τη μειωτική διαίρεση. Εντοπίζεται κοντά στα κεντρομερίδια από το στάδιο 

της παχυταινίας έως το τέλος της μείωσης ενώ απουσιάζει από τις μετα-μειωτικές 

απλοειδείς σπερματίδες(184). Παράλληλα με την topoisοmerase IIα και οι υπομονάδες του 

CPC εντοπίζονται σταδιακά στη συμπυκνωμένη χρωματίνη από το μέσο της πρόφασης Ι 

μέχρι το τέλος της μείωσης έως και τα πρώτα βήματα των απλοειδών σπερματίδων(186, 

190). Ακόμη, οι υπομονάδες smc1b και smc3 του συμπλόκου της cohesin ανιχνεύονται στα 

κεντρομερίδια από τη μετάφαση Ι και έπειτα(194). H Rec8 απομακρύνεται από τους 

χρωμοσωμικούς βραχίονες κατά τη μετάφαση/ανάφαση Ι, αλλά προστατεύεται στα 

κεντρομερίδια έως και τη μετάφαση/ανάφαση ΙΙ(185). Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα 

υποδεικνύουν ότι η Haspin είναι υπεύθυνη για μία ακόμη τροποποίηση, την tH2AT127ph, 

η οποία εντοπίζεται στα κεντρομερίδια ωοκυττάρων κατά τη μετάφαση Ι και σε 

συμπυκνωμένες απλοειδείς σπερματίδες(89, 237). 

Tα πειράματα έμμεσου ανοσοφθορισμού που πραγματοποιήθηκαν σε συνδυασμό με 

τα βιβλιογραφικά δεδομένα ενισχύουν την άποψη ότι η Haspin εκφράζεται στα 

σπερματοκύτταρα κατά τη διάρκεια της μείωσης και ενεργοποιείται μετά τη διακίνηση, 

αφού ολοκληρωθεί η συγκρότηση του CPC στα κεντρομερίδια. Σε αντίθεση λοιπόν με ό,τι 

συμβαίνει στα σωματικά κύτταρα, η Haspin ίσως να μην είναι υπεύθυνη για τη 

συγκρότηση του CPC στα κεντρομερίδια των μειωτικών κυττάρων. Η παρατήρηση αυτή 

είναι σύμφωνη με πρόσφατα δημοσιευμένα βιβλιογραφικά δεδομένα, τα οποία δείχνουν 

ότι η Borealin και όχι η Survivin είναι υπεύθυνη για την επιστράτευση του CPC στα σκέλη 

των χρωμοσωμάτων μιτωτικών κυττάρων και ότι το γεγονός αυτό είναι προαπαιτούμενο 

για την ενεργοποίηση της Haspin και της Bub1 στα κεντρομερίδια(238). Η απουσία της 

H3T3ph από την ύστερη πρόφαση Ι-διακίνηση διευκολύνει επίσης την ολοκλήρωση της 

μεταγραφής των περικεντρομεριδιακών περιοχών. Επιπλέον, είναι πιθανό ότι η Haspin, 

διαμέσου της H3T3ph, ρυθμίζει τη συνοχή των ομόλογων χρωμοσωμάτων κατά την 

πρώτη μειωτική διαίρεση και προστατεύει τις αδελφές χρωματίδες από πρόωρη 

απελευθέρωση κατά τη δεύτερη, σε συνεργασία με τη Rec8. 
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4.2.3. Οι μετα-μειωτικές απλοειδείς σπερματίδες 

Η φωσφορυλίωση που καταλύεται από τη Haspin βρέθηκε να εντοπίζεται ευχρωματινικές 

περιοχές όψιμων στρογγυλών και επιμηκυνόμενων απλοειδών σπερματίδων βήματος 8-

11, ενώ το μοτίβο PMM ταυτοποιήθηκε επιπλέον και σε πολύ πρώιμες απλοειδείς 

σπερματίδες βήματος 4-7 (εικ. 55 και 58). Η παρουσία της HP1α στις πρώιμες απλοειδείς 

σπερματίδες (εικ. 65) ίσως να αποτελεί τη βάση για την προσέλκυση της Haspin σε αυτές 

τις περικεντρομεριδιακές περιοχές, εφόσον οι δύο αλληλεπιδρούν μεταξύ τους μέσω των 

μοτίβων CSD και PxVxL, αντίστοιχα (εικ. 29). Άρα, είναι λογικό η H3T3ph να εξαπλώνεται 

στις ευχρωματινικές περιοχές των απλοειδών σπερματίδων από το σημείο αυτό και 

έπειτα. 

Οι δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής επιβεβαίωσαν την ειδικότητα των 

αντισωμάτων. Μάλιστα η αναστολή του aΗ3Τ3ph αντισώματος, από το αντίστοιχο 

πεπτίδιο (H3T3phK4me3R8me2) βρέθηκε να είναι δοσο-εξαρτώμενη (εικ. 57). 

Επιπρόσθετα, το παράδοξο της παρουσίας της PMM υπογραφής σε σπερματοφόρα 

σωληνάρια όπου δεν ανιχνεύτηκε η Η3Τ3ph (στάδιο V-VIII, εικ. 58) βρέθηκε να οφείλεται 

στην αναγνώριση των δυο μεθυλιώσεων (Η3K4me3R8me2) και όχι της φωσφορυλίωσης 

από ένα υποπληθυσμό του aPMM αντισώματος.  

Το χρονικό πλαίσιο ανίχνευσης των παραπάνω τροποποιήσεων συμπίπτει με 

διακριτές φάσεις της σπερμιογένεσης. Η παρουσία των δύο μεθυλιώσεων 

(Η3Κ4me3R8me2) σε απλοειδείς σπερματίδες βήματος 5-7 ταυτίζεται με την έναρξη της 

φάσης της καλύπτρας (cap phase). Στο σημείο αυτό ξεκινά η επιμήκυνση της 

σπερματίδας, το ακρόσωμα αναπτύσσεται κεφαλικά καλύπτοντας τα 2/3 του διαθέσιμου 

χώρου και το μαστίγιο μεγαλώνει(159) (εικ. 77). Ταυτόχρονα, εκφράζονται γονίδια που 

σχετίζονται με τη συγκρότηση του συμπλόκου της RNA πολυμεράσης, την κινητικότητα του 

σπέρματος, την ανάπτυξη του κυτταροσκελετού ακτίνης, την ορμονική ρύθμιση κ.α.(234) 

H παρουσία της H3T3ph και του μοτίβου PMM σε απλοειδείς σπερματίδες βήματος 

8-10 συμπίπτει με την ακροσωμική φάση (acrosomal phase) της σπερμιογένεσης (εικ. 

77). Στη φάση αυτή, οι σπερματίδες προσανατολίζονται, ώστε να αντικρίζουν τον αυλό του 

σωληναρίου, ο πυρήνας επιμηκύνεται και ξεκινά η πλευρική συμπίεσή του. Επιπλέον, η 

ραχιαία πλευρά αποκτά το χαρακτηριστικό γωνιώδες σχήμα της. Ακόμη, τα μιτοχόνδρια 

μετακινούνται στον αυχένα, η περίσσεια του κυτταροπλάσματος μετατοπίζεται στο ουραίο 

άκρο, το μαστίγιο ωριμάζει, η χρωματίνη συμπυκνώνεται και διακόπτεται ένα μεγάλο 

μέρος της γονιδιακής έκφρασης(159, 239). Τα εναπομείναντα γονίδια που εκφράζονται 

σχετίζονται με την κινητικότητα του σπέρματος, το μονοπάτι της γλυκόλυσης και ορισμένες 

ειδικές σηματοδοτικές οδούς (π.χ. PI3K-Akt, Protein kinase A signaling)(234).  
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Εικόνα 77. Σχηματική αναπαράσταση της σπερμιογένεσης. Α. Γραφική απεικόνιση των φάσεων της 

σπερμιογένεσης και των μεταξύ τους διαφορών. Εικόνα τροποποιημένη από 

https://basicmedicalkey.com/male-reproductive-system-7/. Β. Τα 16 βήματα ανάπτυξης των απλοειδών 

σπερματίδων σύμφωνα με τον Oakberg EF, 1956159.  

 

4.3 Η σημασία της κατανομής των τροποποιήσεων του αμινο-τελικού 

άκρου της ιστόνης Η3 σε ευχρωματινικές και ετεροχρωματινικές 

περιοχές των απλοειδών σπερματίδων 

Μεταξύ των βημάτων 1 και 8 οι στρογγυλές σπερματίδες διατηρούν ένα ιδιαιτέρως ενεργό 

μεταγραφικό μηχανισμό, ο οποίος απενεργοποιείται σταδιακά κατά την επιμήκυνσή τους 

στα βήματα 9 έως 11(17). Μεταγραφικοί παράγοντες, όπως είναι ο TBP (TATA binding 

protein), ο TFIIB και η RNA πολυμεράση II, εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό στα 

σπερματοκύτταρα αυτής της κατηγορίας(240). Ταυτόχρονα, μέλη των συμπλόκων PRC1 

(polycomb repressive complex 1) και PRC2 (polycomb repressive complex 2) ελέγχουν τη 

γονιδιακή έκφραση σε ολόκληρη τη σπερματογένεση, με την εγκατάσταση αμφίσημων 

τροποποιήσεων στη χρωματίνη (bivalent chromatin domains)(215, 241). Επιπρόσθετα, η 

φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης της ιστόνης H3 έχει συνδεθεί με το 

μεταγραφικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης(242-245).  

Στην παρούσα διατριβή αποδείχθηκε ότι η εγκατάσταση των τροποποιήσεων 

μεθυλίωσης προηγείται της εγκατάστασης της φωσφορυλίωσης που ολοκληρώνει την 

PMM-υπογραφή στις απλοειδείς σπερματίδες. Ταυτόχρονα, προϊόντα ειδικών για τη 

σπερματογένεση γονιδίων, όπως είναι το Scml2 και το Dazl, τα οποία επηρεάζονται από 

μεταβολές της έκφρασης της Haspin σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα ποντικού, 

βρέθηκαν να συνυπάρχουν με την H3T3ph στις ευχρωματινικές περιοχές όψιμων 

στρογγυλών και επιμηκυνόμενων σπερματίδων βήματος 8 έως 10.Κατ’ αναλογία με τα 

ήδη δημοσιευμένα δεδομένα για τον έλεγχο της μεταγραφής από την H3T3ph(236) και 

σύμφωνα με όσα παρουσιάστηκαν παραπάνω είναι πιθανό ότι η Haspin, μέσω της 

https://basicmedicalkey.com/male-reproductive-system-7/
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φωσφορυλίωσης της θρεονίνης 3 της ιστόνης H3 (H3T3ph), και σε συνδυασμό με την 

τριμεθυλιωμένη λυσίνη 4 (H3K4me3) και τη διμεθυλιωμένη αργινίνη 8 (Η3R8me2) να 

λειτουργεί ως ρυθμιστής της έκφρασης γονιδίων στόχων της σπερματογένεσης, όσο και 

των καταστολέων/ενεργοποιητών τους στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα και τις 

απλοειδείς σπερματίδες (εικ. 78). 

 

 

Εικόνα 78. Προτεινόμενος μηχανισμός για το μεταγραφικό έλεγχο που πιθανώς να ασκείται από τη Haspin. Ο 

μηχανισμός αυτός αφορά γονίδια-τελεστές r (κατασταλτικά) και γονίδια στόχους t. (Α) Όταν τα επίπεδα της 

Haspin είναι φυσιολογικά (π.χ. στάδιο VIII-X), η θρεονίνη 3 φωσφορυλιώνεται στη θέση έναρξης της 

μεταγραφής (TSS) και η μεταγραφή σταματά για το γονίδιο-τελεστή r. Στο γονίδιο-στόχο t η Τ3 δεν 

φωσφορυλιώνεται, αλλά η ύπαρξη της H3K4me3 οδηγεί σε αυξημένα μεταγραφικά επίπεδα (πάνω σειρά). (Β) 

Όταν δεν υπάρχει λειτουργικό γονίδιο της Haspin (π.χ. Haspin KO κύτταρα ή στάδια I-IV και V-VIII), η Η3Τ3 

δεν είναι φωσφορυλιωμένη ούτε στο r, ούτε στο t. Στην περίπτωση που υπάρχει μόνο η Η3Κ4me3, το γονίδιο r 

μεταγράφεται σε υψηλά επίπεδα (No Haspin, αριστερά) και άρα η μεταγραφή του t παρεμποδίζεται (No 

Haspin, δεξιά). Στην περίπτωση που υφίστανται και οι δύο τροποποιήσεις μεθυλίωσης Η3Κ4me3-Η3R8me2 

(No Haspin, κάτω αριστερά), το γονίδιο t μεταγράφεται ελάχιστα, καθώς ο τελεστής r αναγνωρίζει και 

συνδέεται στο TSS του (No Haspin, κάτω δεξιά). (C) Στην περίπτωση που η Haspin υπερεκφράζεται (π.χ. 

Haspin OΕ κύτταρα), η θρεονίνη 3 είναι φωσφορυλιωμένη σε όλες τις θέσεις. Συνεπώς, ακόμα και όταν η 

Η3R8 είναι διμεθυλιωμένη στον τελεστή r, αυτός δεν μεταγράφεται. Αντίστοιχα, στο γονίδιο-στόχο t η 

μεταγραφική δραστηριότητα παύει λόγω παρεμπόδισης από την H3T3ph (Excess Haspin).  

 

Η παρουσία αμφίσημων τροποποιήσεων στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3 και ο 

ρόλος τους στη διατήρηση μιας μεταγραφικά ενδιάμεσης κατάστασης (poised state) στους 

υποκινητές γονιδίων που αυτές βρίσκονται είναι καλά τεκμηριωμένη στη βιβλιογραφία(246-

248). Η εναλλαγή της κατανομής ρυθμιστικών πρωτεϊνών, αλλά και τροποποιήσεων 

μεθυλίωσης (π.χ. Η3Κ9me3) και φωσφωρυλίωσης (π.χ. Η3S10ph) του αμινο-τελικού 

άκρου της ιστόνης Η3, στα συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα πρώιμων και όψιμων απλοειδών 

σπερματίδων ενισχύει την παραπάνω άποψη. 
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Μια πρώτη εξήγηση για την παρουσία των H3K9me3/H3S10ph στα συμπυκνωμένα 

χρωμοκέντρα είναι η απενεργοποίηση γονιδίων μέσω της δημιουργίας ετεροχρωματίνης. 

Η ομάδα της Kunowska το 2015(249) ταυτοποίησε ένα σύμπλοκο με κέντρο την Atrx που 

συμπεριλαμβάνει τις Tif1α, Τif1γ, Fact140, Ssrp1 και Daxx, το οποίο αναγνωρίζει τις 

H3K9me3 και Η3S10ph και προσδένεται σε αυτές. Η Atrx συνδέεται με την 

αναδιοργάνωση της χρωματίνης, είναι απαραίτητη για τη χρωμοσωμική σταθερότητα 

(chromosome stability) σε ωοκύτταρα και έμβρυα ποντικιού, ενώ σε συνεργασία με την 

Daxx είναι υπεύθυνες για την απόθεση της Η3.3 στα κεντρομερίδια και τα τελομερή(250-252).  

Μια επιπλέον πιθανή εξήγηση για τη μεταβολή που παρατηρήθηκε στα 

συμπυκνωμένα χρωμοκέντρα, με την HP1α να τα καταλαμβάνει στις πρώιμες στρόγγυλες 

σπερματίδες και την Η3S10ph στις όψιμες στρόγγυλες και επιμηκυνόμενες σπερματίδες 

είναι η αποφυγή δημιουργίας συστατικής ετεροχρωματίνης (constitutive heterochromatin-

cHC). Τόσο τα σπερματοζωάρια, όσο και το ζυγωτό του ποντικιού δεν φέρουν τυπική cHC. 

Αντίθετα, βασίζονται στα σύμπλοκα PRC1 και PRC2 για τη δημιουργία περιστασιακής 

ετεροχρωματίνης (facultative heterochromatin-fHC). Αυτή αντικαθίσταται από τις 

H3K9me3/HP1 στο στάδιο των 8 κυττάρων (8-cell stage), όπου υιοθετείται ξανά η cHC(253).  

Τα παραπάνω δεδομένα υποστηρίζουν προηγούμενες παρατηρήσεις, ότι δηλαδή στις 

απλοειδείς σπερματίδες οι τροποποιήσεις μεθυλίωσης εγκαθιδρύονται νωρίτερα από 

αυτές της φωσφωρυλίωσης και ενισχύουν την άποψη ότι η H3T3ph συμμετέχει στον 

επιγενετικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης στα κύτταρα όπου εντοπίζεται. Ταυτόχρονα 

αποκαλύπτουν την εναλλαγή μεταξύ μηχανισμών ελέγχου της περικεντρομεριδιακής 

ετεροχρωματίνης κατά την πρόοδο της συμπύκνωσης του πυρήνα των σπερματίδων, 

παράλληλα με τη μετάβαση από τις ιστόνες στις μεταβατικές πρωτεΐνες (TNP1, TNP2).  

 

4.3.1. Ο ρόλος των H3T3ph και PMM στις απλοειδείς σπερματίδες 

Ένας σημαντικός όγκος δεδομένων που προέρχεται από τα πειράματα ανταγωνιστικής 

αναστολής και ανοσοκατακρήμνισης αναδεικνύει την παρουσία «ενδιάμεσων 

καταστάσεων χρωματίνης». Αυτή αντικατοπτρίζεται στη σταδιακή εναλλαγή μεταξύ 

συνδυασμών της H3K4me3, της Η3R8me2 και της H3Τ3ph και συνάδει με την 

προοδευτική συμπύκνωση της χρωματίνης, αλλά και τον εκφυλισμό του μεταγραφικού 

μηχανισμού. H απελευθέρωση του ώριμου σπέρματος και η μετάβαση από τη φάση της 

καλύπτρας στην ακροσωμική φάση σηματοδοτεί την ενεργοποίηση της Haspin στις 

απλοειδείς σπερματίδες και την απόθεση της H3T3ph στη χρωματίνη (εικ. 55, κέντρο). 

Αλλαγές στις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις στις ουρές των ιστονών μεταβάλλουν το 

φορτίο των ινών χρωματίνης και συμβάλλουν στην αλλαγή της αρχιτεκτονικής τους 
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(συμπύκνωση/ αποσυμπύκνωση)(254). Η αλλαγή στην κατάσταση φωσφωρυλίωσης της 

Η3Τ3, μετά από προσθήκη του αναστολέα 5-ITU, προκαλεί μεταβολές στην έκφραση 

πρωτεϊνών που σχετίζονται με τη ρύθμιση της μιτωτικής διαίρεσης, την επεξεργασία του 

RNA, σε ιστόνες και πρωτεΐνες που συνδέονται με την αναδιοργάνωση της χρωματίνης 

όπως είναι οι DNA και RNA πολυμεράσες ή ελικάσες(89). 

Η H3K4me3 συνδέεται με την ενεργοποίηση της μεταγραφικής δραστηριότητας, ενώ 

η δι-μεθυλίωση in trans της H3R8 (H3R8me2 asym) από την PRMT2 συνδέεται με την 

ενεργοποίηση, αλλά και με τη διατήρηση της μεταγραφικής δραστηριότητας σε γονίδια–

στόχους στο γλοιοβλάστωμα(255). Σε μιτωτικά διαιρούμενα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα η 

φωσφωρυλίωση της θρεονίνης 3 στην ιστόνη Η3 οδηγεί σε αποσύνδεση του συμπλόκου 

TFIID/TAF3/RNApol II και άρα παύση της μεταγραφικής δραστηριότητας(236). Ταυτόχρονα, 

αποτρέπει την αναγνώριση της διπλανής τρι-μεθυλιωμένης λυσίνης 4 από τo ADD domain 

της Dnmt3a και οδηγεί τελικά σε συμπύκνωση των χρωμοσωμάτων(256).  

Με βάση τα στοιχεία αυτά, μπορεί κανείς να υποθέσει ότι κατά τη μετάβαση από τις 

πρώιμες στις όψιμες απλοειδείς σπερματίδες συμβαίνει μια σταδιακή μεταβολή 

ποσόστωσης από την H3Τ3K4me3R8me2, στην H3Τ3Κ4me3R8me2 και τελικά στην 

H3Τ3phK4me3R8me2, χωρίς ωστόσο να απουσιάζουν οι ενδιάμεσοι συνδυασμοί. 

Φαίνεται δηλαδή ότι στην πορεία της σπερμιογένεσης συμβαίνει μια μετάβαση από μια 

κατάσταση «ανοιχτής» χρωματίνης (permissive chromatin state) που χαρακτηρίζεται από 

την παρουσία της H3K4me3 και είναι δυνατόν να μεταγραφεί, σε μία ενδιάμεση κατάσταση 

(H3R8me2) και τελικά σε μια κλειστή (Η3Τ3ph), η οποία δεν μεταγράφεται.  

 

4.4 Η Haspin ως επιγενετικός ρυθμιστής της σπερματογένεσης 

Η παρουσία της Haspin στα σπερματοκύτταρα αλλά και τους σωματικούς ιστούς έχει 

περιγραφεί από μια πληθώρα ερευνητικών ομάδων. Τα βιβλιογραφικά δεδομένα που 

παρουσιάστηκαν, σε συνδυασμό με τα πειραματικά αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι ίσως 

ο ρόλος της υπό μελέτη κινάσης στην ολοκλήρωση των μιτωτικών διαιρέσεων να είναι 

επικουρικός και η κύρια λειτουργία της να αφορά τη ρύθμιση της σπερματογένεσης. 

Μια σειρά παρατηρήσεων ενισχύουν την παραπάνω άποψη. Πρώτον, η αλλαγή των 

επιπέδων έκφρασής της στα σωματικά κύτταρα δεν επιφέρει δραματικές αλλαγές στην 

ολοκλήρωση της μιτωτικής διαίρεσης, εκτός από μια μικρή καθυστέρηση κατά τη 

μετάβαση από τη μετάφαση στην ανάφαση. Δεύτερον, η απαλοιφή της Haspin από τα 

σωματικά κύτταρα έχει παρόμοια επίδραση στη μίτωση με την υπερέκφραση ή την 

αναστολή της καταλυτικής της δραστηριότητας(88, 94). Τρίτον, σειρές εμβρυονικών 

βλαστικών κυττάρων που υπερεκφράζουν ή δεν διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο της Haspin 
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δεν επιδεικνύουν στατιστικά σημαντικές διαφορές στα επίπεδα έκφρασης παραγόντων 

πολυδυναμίας, όπως το Nanog και το Oct4 σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου Ε14, 

παρόλο που ο κυτταρικός κύκλος συνδέεται άμεσα με τη διατήρηση της πολυδυναμίας 

στα ESCs (π.χ. φωσφορυλίωση της Οct4 S229 κατά την G2/M από την Aurora B και 

αποφωσφορυλίωσή της από την ΡΡ1 κατά την Μ/G1) (Shin and Youn, 2016257). Ακόμη, 

τα κύτταρα αυτά είναι ικανά να σχηματίσουν εμβρυοειδή σωμάτια, μετά από την αφαίρεση 

του παράγοντα LIF από το θρεπτικό μέσο, αν και παρουσιάζουν ένα μη φυσιολογικό 

πρότυπο έκφρασης ιστο-ειδικών δεικτών(212).  

Θα πρέπει να αναφερθεί επίσης ότι η κινάση αυτή εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε 

μειωτικούς και μετα-μειωτικούς πληθυσμούς κυττάρων του όρχεως, όπου και 

ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά(71, 75, 77). Από τις αρχικές ακόμα μελέτες έχει προταθεί ότι 

ίσως να συμμετέχει στη συμπύκνωση της χρωματίνης και την αντικατάσταση των ιστονών 

από τις πρωταμίνες(90). Επιπλέον, ο υποκινητής του γονιδίου της παρουσιάζει διαφορετικά 

επίπεδα μεθυλίωσης μεταξύ σωματικών και γαμετικών ιστών(77). Ακόμα και η ίδια η δομή 

του γονιδίου GSG2 προσομοιάζει αυτή άλλων ειδικών για τη σπερματογένεση γονιδίων. 

Όμοια με την Haspin, τo PGK-2 (phospho-glycerate kinase 2) και η pyruvate 

dehydrogenase e2a είναι γονίδια που εκφράζονται μόνο στα αρσενικά γαμετικά κύτταρα 

και δεν διαθέτουν ιντρόνια. Ειδικότερα, το mRNA της PGK-2 ανιχνεύεται για πρώτη φορά 

κατά την πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης και η ποσότητά του αυξάνεται κατά τη 

μετα-μειωτική διαφοροποίηση(258, 259). Υπάρχουν πολλά, ειδικά για τη σπερματογένεση, 

γονίδια που έχουν γενομική δομή χωρίς ιντρόνια. Αυτά προήλθαν κατά πάσα πιθανότητα 

από τα προγονικά μέσω ρετρομετάθεσης, κάτι που υποδηλώνεται από την παρουσία της 

Alu επαναλαμβανόμενης αλληλουχίας. Ένα σημαντικό ποσοστό αυτών των γονιδίων 

χαρτογραφείται σε αυτοσωμικά χρωμοσώματα (π.χ. CAPZA3, GK2, PRM3) και οι 

πολυμορφισμοί στην αλληλουχία τους συνδέονται με την εμφάνιση στειρότητας(260). 

Ποντίκια που δε διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο της Haspin παρουσιάζουν 

προβλήματα σε ορισμένα σπερματοκύτταρα του όρχεως, αν και έχουν κανονικό σωματικό 

βάρος και όργανα(140). Από την εικόνα 79 (σωληνάριο σημειωμένο με *, σε σύγκριση με 

την εικόνα 43) είναι εμφανές ότι πρόκειται για σπερματοφόρο σωληνάριο σταδίου Ι-IV, 

από το οποίο απουσιάζουν κάποια σπερματογόνια (1η γενιά), σπερματοκύτταρα (2η γενιά) 

και απλοειδείς σπερματίδες (3η γενιά), όχι όμως και το συμπυκνωμένο σπέρμα (4η γενιά) 

που προέρχεται από τον προηγούμενο κύκλο ανάπτυξης του επιθηλίου. Η παρουσία 

σπερματοφόρων σωληναρίων με τυπική ανάπτυξη είναι δυνατόν να εξηγηθεί από την 

παρουσία εναλλακτικών μηχανισμών για τη συγκρότηση του CPC στα κεντρομερίδια 

μιτωτικά διαιρούμενων κυττάρων, όπως άλλωστε έχει προταθεί και από τους συγγραφείς. 

Η ενεργοποίηση των μηχανισμών αυτών όμως δεν είναι καθολική και για το λόγο αυτό ένα 
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τμήμα του επιθηλίου αναπτύσσεται κανονικά και ένα άλλο όχι. Από τα παραπάνω, μπορεί 

να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι απουσία της Haspin, η Η3Τ3 δεν φωσφορυλιώνεται και 

αυτό αναστέλλει τη διαφοροποίηση των γαμετικών κυττάρων του όρχεως προκαλώντας 

προβλήματα σε όλη τη σπερματογένεση.  

 

 

Εικόνα 79. Τα Haspin−/− ποντίκια παρουσιάζουν προβλήματα σε ένα τμήμα του επιθηλίου του όρχεως. 

Αριστερά εμφανίζονται τομές όρχι και δεξιά τομές επιδιδυμίδας. Χρώση αιματοξυλίνης/εωσίνης. Scale bars, 

100 μm(140). 

 

Ωστόσο, ο φαινότυπος των Haspin−/− ποντικών δεν είναι η μοναδική ένδειξη ότι η 

Haspin έχει κυρίαρχο ρόλο σε ολόκληρη τη σπερματογένεση. Το AKAP4 (AKAP82) είναι 

μια δομική πρωτεΐνη (scaffold protein) που είναι υπεύθυνη για την κινητικότητα της ουράς 

του σπέρματος, συμμετέχει στο μονοπάτι σηματοδότησης της protein kinase A, ενώ 

αποτελεί και δείκτη έναντι του καρκίνου του όρχεως (cancer-testis antigen). Η έκφρασή 

του ανιχνεύεται για πρώτη φορά σε στρογγυλές σπερματίδες βήματος 1-6, μεγιστοποιείται 

κατά τα βήματα 8-12 και φθίνει από το βήμα 13 και έπειτα. Ποντίκια που δε διαθέτουν 

λειτουργικό γονίδιο του AKAP4 (KO mice) έχουν προβλήματα στη μορφολογία του 

σπέρματος, στην κινητικότητά του και είναι στείρα. Πειράματα αλληλούχισης RNA 

μεμονωμένων κυττάρων (single-cell RNA sequencing) έδειξαν ότι απουσία του AKAP4 

επηρεάζεται η έκφραση της Haspin σε σπερματοκύτταρα και στρογγυλές σπερματίδες και 

του Ccdc38 σε σπερματογόνια και σπερματοκύτταρα(61, 262). Παράλληλα, αλληλούχιση 

RNA-νέας γενιάς (NGS RNA-sequencing) έδειξε ότι η υπερέκφραση της Haspin σε 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα επηρεάζει την έκφραση του Ccdc38(212). Συνεπώς, είναι 

δυνατόν η ενεργοποίηση της Haspin στις όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες 

σπερματίδες να βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του AKAP4 και να επηρεάζει τη 

μορφολογία του σπέρματος έμμεσα, μέσω της διαμεσολάβησης της συμπύκνωσης της 

χρωματίνης στην κεφαλή του. Τέλος η απαλοιφή του γονιδίου της Haspin σε εμβρυονικά 
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βλαστικά κύτταρα επηρεάζει γονίδια του χρωμοσώματος Υ, τα οποία είναι σημαντικά για 

τη σπερματογένεση. Αυτά βρίσκονται σε δυο σημαντικούς γενετικούς τόπους. Ο πρώτος 

σχετίζεται με την αζωοσπερμία (AZFa, azoospermia factor a) και περιλαμβάνει τα γονίδια 

UTY και DDX3Y. Ο δεύτερος σχετίζεται με μια λιγότερο συχνή μορφή καρκίνου του 

όρχεως, το γοναδοβλάστωμα (GBY, gonadoblastoma locus on Y chromosome) και 

περιλαμβάνει τα γονίδια ZFY και TSPY(263- 267). 

Τα πειραματικά δεδομένα της παρούσας διατριβής βελτίωσαν τη μέχρι σήμερα 

εικόνα για το λειτουργικό ρόλο της Haspin. Ένα μεγάλο ερωτηματικό παραμένει όμως 

εξαιτίας της αδυναμίας ταυτοποίησης του ακριβούς προτύπου κατανομής της τόσο στα 

εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα, όσο και στους γαμέτες. Ο πιο άμεσος στόχος είναι η 

επιβεβαίωση της ύπαρξης συνδυασμών του μοτίβου ΡΜΜ στο περιβάλλον του όρχι με τη 

χρήση φασματοσκοπίας μάζας. Η εφαρμογή τεχνικών όπως ο υβριδισμός in situ και ο 

διαχωρισμός κυττάρων με καταβύθιση (gravity sedimentation) θα διαλευκάνουν την 

κατανομή της στους διάφορους κυτταρικούς τύπους. Ακόμη, πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης και αλληλούχισης χρωματίνης (Chip/Chip-seq.) από ιστό όρχεως 

ενήλικου και νεαρού ποντικιού θα διευκρινίσουν τα γονίδια στόχους της υπό μελέτη 

κινάσης κατά το πρώτο κύμα της σπερματογένεσης, αλλά και στην ενήλικη-σταθερή 

κατάσταση. Συμπληρωματικά προς τα παραπάνω, η χρήση μικρομοριακών αναστολέων 

της Haspin, όπως ο 5-ITU, σε βασικά στάδια της σπερματογένεσης θα αναδείξει τη 

συμβολή της H3T3ph στη συμπύκνωση της χρωματίνης και τον έλεγχο της γονιδιακής 

έκφρασης των απλοειδών σπερματίδων. Αναφορικά με τη συμμετοχή της σε παθολογικές 

καταστάσεις του όρχεως, όπως είναι η αζωοσπερμία ή το γοναδοβλάστωμα, οι ενδείξεις 

είναι αρκετές, απαιτείται ωστόσο εκτεταμένος έλεγχος για την εξαγωγή ασφαλών 

συμπερασμάτων. Τέλος είναι σημαντικό να εξακριβωθεί η πιθανή συμμετοχή της H3T3ph: 

1) Στη δημιουργία ή/και τη λύση των συνάψεων κατά την πρόφαση Ι, 2) Στη συγκρότηση 

του CPC κατά τη μειωτική διαίρεση και 3) Στη διαμεσολάβηση της συνοχής μεταξύ 

ομόλογων χρωμοσωμάτων και αδελφών χρωματίδων. 
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• Η τροποποίηση Η3Τ3ph (Ρ3) που καταλύεται από την κινάση Haspin ανιχνεύεται σε 

μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια, τόσο κατά το πρώτο κύμα της 

σπερματογένεσης (ποντίκια  7dpp, 17dpp και 24dpp), όσο και στα ενήλικα ποντίκια. 

• Η PMM-υπογραφή (H3T3phK4me3R8me2) εντοπίζεται σε σπερματογόνια νεαρών 

ποντικιών ηλικίας 7, 17 και 24 ημερών (πρώτο κύμα της σπερματογένεσης) και στα 

ενήλικα ζώα κατά τη διάρκεια της μίτωσης. 

• Η κατανομή της H3T3ph και του μοτίβου PMM στα μιτωτικά σπερματογόνια ομοιάζει 

με αυτή των μιτωτικά διαιρούμενων σωματικών κυττάρων. Μόνη εξαίρεση αποτέλεσε 

ο εντοπισμός των τροποποιήσεων αυτών και στους χρωμοσωμικούς βραχίονες κατά 

τη μετάφαση.  

• Οι υπό μελέτη τροποποιήσεις συμμετέχουν στις δυο μειωτικές διαιρέσεις. Η Η3Τ3ph 

απουσίαζε από την πρόφαση Ι και τη διακίνηση, ενώ εντοπίστηκε σε 

περικεντρομεριδιακές περιοχές και κατά μήκος των χρωμοσωμάτων κατά τη 

μετάφαση Ι. Το πρότυπο αυτό περιορίστηκε σταδιακά στα κεντρομερίδια κατά την 

ανάφαση Ι και την τελόφαση Ι. Μεταξύ της πρώτης και της δεύτερης μειωτικής 

διαίρεσης (interkinesis), η H3T3ph ανιχνεύθηκε μόνο σε περικεντρομεριδιακές 

περιοχές. Την ίδια κατανομή διατήρησε έως τη μετάφαση ΙΙ. Η τριπλή τροποποίηση 

ΡΜΜ ανιχνεύτηκε επιπλέον στη διακίνηση και τη προμετάφαση Ι.  

• Η H3T3ph ανιχνεύτηκε σε ώριμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες απλοειδείς 

σπερματίδες βήματος 8-10 που διανύουν την ακροσωμική φάση (acrosomal phase) 

της σπερμιογένεσης. Οι δοκιμασίες ανταγωνιστικής αναστολής επιβεβαίωσαν την 

ειδικότητα του αντισώματος και έδειξαν ότι η αναστολή που προκαλείται από το 

H3T3phK4R8 πεπτίδιο είναι δοσο-εξαρτώμενη.  

• Η ανίχνευση της φωσφορυλίωσης που καταλύεται από την Haspin σε μη 

επικαλυπτόμενα διαστήματα στην πορεία διαφοροποίησης του σπέρματος δείχνει ότι 

η υπό μελέτη κινάση εκφράζεται ή/και ενεργοποιείται με διακοπτόμενο τρόπο κατά τη 

διάρκεια της σπερματογένεσης.  

• Οι δύο μεθυλιώσεις που ολοκληρώνουν την υπογραφή ΡΜΜ (H3Κ4me3-Η3R8me2) 

εγκαθίστανται νωρίτερα από την H3T3ph σε πρώιμες στρογγυλές σπερματίδες 

βήματος 5-7, κατά τη φάση της καλύπτρας (cap phase).  

• Η τροποποίηση H3T3ph και το μοτίβο PMM καταλαμβάνουν περιοχές χαλαρής 

χρωματίνης στις μετα-μειωτικές απλοειδείς σπερματίδες όπου εντοπίζονται. 

Επιπλέον, οι τροποποιήσεις μεθυλίωσης (H3Κ4me3, H3R8me2, H3K9me3) βρέθηκαν 

να εγκαθίστανται νωρίτερα από αυτές της φωσφορυλίωσης (H3T3ph, H3S10ph) στις 

απλοειδείς σπερματίδες.  
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• Αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης της Haspin σε σειρές εμβρυονικών βλαστικών 

κυττάρων ποντικού επηρεάζουν την έκφραση ειδικών για τη σπερματογένεση 

γονιδίων, όπως το SCML2 και το DAZL. Τα προϊόντα των γονιδίων αυτών 

συνυπάρχουν με την H3T3ph στις όψιμες στρογγυλές και επιμηκυνόμενες 

σπερματίδες.  

• Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης και ανοσοαποτύπωσης κατά western έδειξαν ότι τα 

κύτταρα του όρχεως φέρουν υποπληθυσμούς νουκλεοσωμάτων με εναλλαγές 

τροποποιήσεων φωσφορυλίωσης-μεθυλίωσης, στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3.  

• Κατά τη σπερμιογένεση, συνδυασμοί του μοτίβου ΡΜΜ ταυτοποιήθηκαν διαδοχικά σε 

απλοειδείς σπερματίδες βήματος 5-7 και 8-10. Οι δοκιμασίες ανταγωνιστικής 

αναστολής έδειξαν ότι στους πρώιμους τύπους κυττάρων επικρατούν οι μεθυλιώσεις 

(H3K4me3, H3Κ4me3R8me2 και H3R8me2), ενώ στους όψιμους συνδυασμοί της 

τριπλής τροποποίησης (H3T3phK4me3R8me2, H3T3phK4me3, H3T3phR8me2, 

H3K4me3R8me2, H3T3ph, H3K4me3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

6. Περιλήψεις 
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Περίληψη στα ελληνικά 

Η Haspin είναι μια κινάση Ser/Thr που ανακαλύφθηκε σε σπερματοκύτταρα όρχεως 

ποντικού το 1994, από τους Tanaka et al. Έκτοτε η λειτουργία της έχει συνδεθεί με τη 

μιτωτική διαίρεση των σωματικών κυττάρων. Ο ρόλος της συνοψίζεται σε τέσσερα βασικά 

σημεία: α) τη φωσφορυλίωση της H3T3, β) τη συγκρότηση του CPC στα κεντρομερίδια 

κατά την έναρξη της μιτωτικής διαίρεσης (μέσω της σύνδεσης Η3Τ3ph-Survivin), γ) την 

προστασία της κεντρομεριδιακής συνοχής μεταξύ των αδελφών χρωματίδων έως τη 

μετάφαση/ανάφαση (μέσω του μοτίβου ΡΙΜ στο αμινο-τελικό της άκρο) και δ) την 

αναστολή της μεταγραφής κατά τη διάρκεια της μίτωσης (μέσω του Η3Τ3ph/H3K4me3 

διακόπτη φωσφορυλίωσης/μεθυλίωσης). Εκφράζεται σε παχυταινικά σπερματοκύτταρα 

και μιτωτικά ενεργούς ιστούς. Σύμφωνα με την βιβλιογραφία, τα επίπεδα του RNA της 

παρουσιάζουν ετερογένεια μεταξύ ιστών και κυτταρικών τύπων, ενώ και ο υποκινητής της 

παρουσιάζει διαφορετικά επίπεδα μεθυλίωσης σε σωματικούς ιστούς, σε γαμετικούς 

ιστούς και σε σειρές βλαστικών κυττάρων.  

Τα δεδομένα της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποκαλύπτουν την πολύπλευρη 

λειτουργία της Haspin στα εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα και στους αρσενικούς γαμέτες 

του ποντικιού. Στους τελευταίους, η έκφραση ή/και η ενεργοποίησή της είναι 

διακοπτόμενη, καθώς μεσολαβούν χρονικά διαστήματα εντός της σπερματογένεσης όπου 

η φωσφωρυλίωση που καταλύει η συγκεκριμένη κινάση δεν ανιχνεύεται.  

Αρχικά, ταυτοποιήθηκε η παρουσία της σε μιτωτικά διαιρούμενα σπερματογόνια και 

μειωτικά διαιρούμενα σπερματοκύτταρα, διαμέσου της Η3Τ3ph. Στα μιτωτικά 

σπερματογόνια βρέθηκε σε περικεντρομεριδιακές περιοχές αλλά και στους βραχίονες των 

χρωμοσωμάτων. Η κατανομή αυτή δεν διαφοροποιήθηκε από το πρώτο κύμα της 

σπερματογένεσης, στα ενήλικα ποντίκια. Η ίδια τροποποίηση απουσίαζε από 

σπερματοκύτταρα κατά την πρόφαση Ι και τη διακίνηση, εντοπίστηκε όμως από τη 

μετάφαση Ι έως και τη μετάφαση ΙΙ. Ενώ στην πρώτη μειωτική διαίρεση εντοπίστηκε τόσο 

στις περικεντρομεριδιακές περιοχές, όσο και μεταξύ των ομόλογων χρωμοσωμάτων, η 

κατανομή της βρέθηκε να περιορίζεται σταδιακά πλησίον των κεντρομεριδίων από την 

ανάφαση Ι, μέχρι το τέλος της δεύτερης μειωτικής διαίρεσης. Τα παραπάνω ευρήματα 

δείχνουν ότι στις μιτωτικές διαιρέσεις των σπερματοκυττάρων είναι υπεύθυνη για τη 

συγκρότηση του CPC και την προστασία της συνοχής των αδελφών χρωματίδων, όπως 

και στα σωματικά κύτταρα. Ακόμη, είναι δυνατόν να υποβοηθά την ανατροφοδότηση του 

κύκλου ενεργοποίησης του CPC και την προστασία της συνοχής, σε συνεργασία με την 

Rec8, κατά τη διάρκεια των μειωτικών διαιρέσεων.  

Μετά από ένα διάστημα απουσίας κατά τον κύκλο ωρίμανσης του επιθηλίου του 

όρχεως, η H3T3ph βρέθηκε σε ευχρωματινικές περιοχές απλοειδών σπερματίδων πριν 
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την έναρξη της υπερ-συμπύκνωσης του γενετικού υλικού στην κεφαλή του ώριμου 

σπέρματος. Παράλληλα, δείχθηκε ότι η απαλοιφή του γονιδίου της και η υπερέκφρασή του 

σε εμβρυονικά βλαστικά κύτταρα επηρεάζουν σημαντικά για τη σπερματογένεση γονίδια, 

όπως το SCML2 και το DAZL. Τα προϊόντα των γονιδίων αυτών βρέθηκαν να 

συνυπάρχουν με την H3T3ph στις ευχρωματινικές περιοχές όψιμων στρογγυλών και 

επιμηκυνόμενων σπερματίδων βήματος 8 έως 10.  

Ταυτόχρονα με τα παραπάνω, επιβεβαιώθηκε η παρουσία της τριπλής 

τροποποίησης PMM σε μιτωτικά και μειωτικά διαιρούμενα κύτταρα του όρχεως. 

Αποδείχθηκε ότι η εγκατάσταση των τροποποιήσεων μεθυλίωσης προηγείται της 

εγκατάστασης της φωσφωρυλίωσης που ολοκληρώνει την PMM-υπογραφή στις 

απλοειδείς σπερματίδες.  

Τα πειράματα ανταγωνιστικής αναστολής, σε συνδυασμό με την 

ανοσοκατακρήμνιση, έδειξαν ότι στους όρχεις υπάρχουν «ενδιάμεσες καταστάσεις 

χρωματίνης», οι οποίες αντικατοπτρίζονται στην εναλλαγή συνδυασμών του μοτίβου 

PMM. Η παρουσία των μεθυλιώσεων στους πρώιμους κυτταρικούς τύπους και της 

φωσφορυλίωσης στους όψιμους αναδεικνύει τη συμμετοχή της H3T3ph στους 

μηχανισμούς ελέγχου της συμπύκνωσης της χρωματίνης και της μεταγραφικής 

δραστηριότητας.  

Όλα τα παραπάνω δεδομένα, υπέδειξαν ότι ίσως η Haspin να έχει επικουρικό ρόλο 

στις μιτωτικές διαιρέσεις των σωματικών κυττάρων και κύριο στη ρύθμιση της 

σπερματογένεσης. Ειδικότερα, στις απλοειδείς σπερματίδες ίσως η H3T3ph, σε 

συνδυασμό με την H3K4me3 και την 3R8me2, να λειτουργεί ως διακόπτης ελέγχου της 

έκφρασης τόσο των γονιδίων στόχων, όσο και των καταστολέων τους. Σύμφωνα με τα 

προαναφερθέντα, κρίνεται σκόπιμο να διερευνηθεί η πιθανή αλληλεπίδρασης της Haspin 

με πρωτεΐνες-ρυθμιστές στο περιβάλλον του όρχεως. Η παρουσία αμφίσημων 

τροποποιήσεων στο αμινο-τελικό άκρο της ιστόνης Η3 και ο ρόλος τους στη διατήρηση 

μιας «ενδιάμεσης κατάστασης» στους υποκινητές γονιδίων που αυτές βρίσκονται είναι 

καλά τεκμηριωμένα στη βιβλιογραφία. Περαιτέρω έλεγχος της παρουσίας της Haspin στα 

διάφορα στάδια, με τεχνικές in situ υβριδισμού, θα δώσει απαντήσεις για το ρόλο της κατά 

τη γαμετογένεση 
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ΤHE ROLE OF MITOTIC KINASES IN ASYMMETRIC CELL DIVISION. 

 

Functional role of the mitotic kinase Haspin in mouse embryonic stem cells and 

male gametes. 

 

Theofani Kiosse 

 

Abstract 

Haspin is a Ser/Thr protein kinase that was originally discovered in mouse spermatocytes 

by Tanaka and coworkers in 1994. Since then, its function has been closely associated 

with mitotic divisions in somatic cells. Its functions include: a) phosphorylation of H3T3, b) 

regulation of CPC localization on mitotic centromeres during early prophase (through the 

H3T3ph-Survivin interaction), c) participation in centromeric cohesion protection between 

sister chromatids up to metaphase/anaphase transition (through the PIM motif on its 

amino-terminal sequence) and d) inhibition of transcription initiation during mitosis (through 

the Η3Τ3ph/H3K4me3 phospho-methyl switch). Haspin is expressed in pachytene 

spermatocytes and mitotically dividing tissues. According to various reports its RNA levels 

vary amongst tissues and tissue-cultured cells, while its promoter is differentially 

methylated in somatic tissues, germinal tissues and embryonic stem cell lines.  

The experimental results of this thesis have proven that Haspin regulates many 

aspects of both mouse embryonic stem cell and male gamete’s function. In the latter, its 

expression and/or activation are intermittent, since H3T3ph cannot be detected at several 

stages of the spermatogenic process. 

In the context of this thesis Haspin was initially detected in mitotic spermatogonia and 

meiotic spermatocytes, indirectly via H3T3ph. Centromeric regions and chromosome arms 

of mitotic spermatogonia were occupied by H3T3ph and this distribution pattern did not 

diversify from the first wave of spermatogenesis, to the adult steady state. The same 

modification was absent from prophase I and diakinesis of spermatocytes, but it was 

present in metaphase I and metaphase II. During the first meiotic division, It was detected 

in pericentromeric regions and between homologous chromosomes. This pattern gradually 

receded around centromeres from anaphase I, until the end of the second meiotic division. 

These data indicate that in the course of mitotic divisions of spermatogonia, Haspin is 

responsible for CPC localization and centromeric cohesion protection, as in somatic cells. 

Additionaly, it is possible that Haspin is involved in activation feedback loops and in 

assisting Rec8 concerning cohesion protection during meiotic divisions.  
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After a period of absence, in the course of the spermatogenic cycle, H3T3ph 

reappeared in euchromatic regions of haploid spermatids, just before DNA hyper-

compaction was initiated at the head of the mature sperm. In parallel, it has been shown 

that Haspin knockout and overexpression, in mouse embryonic stem cells, affects 

spermatogenesis-related genes, such as SCML2 and DAZL. Those gene products have 

also been detected, along with H3T3ph, in the euchromatic regions of haploid late round 

and elongating spermatids, at steps 8-10. 

At the same time, the PMM motif was detected in mitotic and meiotic dividing cells of 

the testis. Competition assays have proven that the methyl- modifications of this motif are 

established earlier than the phosphorylation in haploid spermatids of stage V-VII and VIII-

X tubules.  

The competition assays, in combination with the immunoprecipitation experiments 

have indicated that “poised chromatin” states exist in late spermatogenesis. These are 

depicted in alternating combinations of the PMM motif components. Methylation marks 

exist in earlier stages than phosphorylation, which appears in later. This indicates that 

H3T3ph is involved in chromatin compaction and transcription regulation.  

All the above data, have suggested that Haspin might have an auxiliary role in the 

mitotic machinery in somatic cells. Its main role could be that of a regulatory component of 

spermatogenesis. Specifically in haploid spermatids, Haspin could regulate the expression 

of spermatogenesis-specific genes and their repressors, through the formation of a 

phospho-methyl switch between H3T3ph, H3K4me3 and H3R8me2.  

Based on these data, it is of outmost importance to study the interaction of Haspin 

with regulatory proteins in a testis environment. The presence of equivocal modifications 

on the H3 tail and their role in regulating “poised chromatin” on promoter regions is well 

documented in the bibliography. Detailed characterization of the stages during which 

Haspin is expressed, through in situ hybridization assays, will provide answers for its 

exact role in gametogenesis.  
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